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Kapitel 1
Einleitung
1.1 Hypertrophisch obstruktive Kardiomyopathie
Die hypertrophisch obstruktive Kardiomyopathie (HOCM) geho¨rt zu der Gruppe der
hypertrophischen Kardiomyopathien, die zusa¨tzlich noch die Form der hypertrophisch
nicht obstruktiven Kardiomyopathie (HNCM) umfaßt. Eine intraventrikula¨re Obstruk-
tion der Ausflußbahn des linken Ventrikels bedingt eine erho¨hte Druckarbeit, was eine
Hypertrophie der gesamten Herzmuskulatur des linken Ventrikels nach sich zieht. Die
Pra¨valenz der HOCM liegt zwischen 0.02 und 1.1% in der Normalbevo¨lkerung, wobei
das Verha¨ltnis Ma¨nner zu Frauen 0.26 : 0.09% betra¨gt. In einer in den USA durch-
gefu¨hrten Studie erwies sich die hypertrophische Kardiomyopathie als die ha¨ufigste Ur-
sache eines plo¨tzlichen unerwarteten Herztodes zwischen dem 14. und 40. Lebensjahr
bei sportlich aktiven Menschen und als zweitha¨ufigste Ursache (nach der koronaren
Herzkrankheit) bei sportlich inaktiven in der selben Altersgruppe [22].
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1.1.1 Klinische Symptomatik und Verlauf
Die Symptomatik der HOCM umfaßt in 60% der Fa¨lle eine Belastungsdyspnoe. Eher
uncharakteristische Symptome sind pektangino¨se Beschwerden, Schwa¨chegefu¨hl, Herz-
klopfen, Schwindel, Leistungsknick und Synkopen. Eine bestehende HOCM kann u¨ber
Monate und sogar Jahre hinweg symptomlos bleiben und sich klinisch erst in einem
plo¨tzlichen Herztod manifestieren.
Die Mortalita¨t liegt je nach Risikoprofil zwischen 0.5 und 8.6% [22]. Das Auftreten
einer absoluten Arrhythmie bei Vorhoﬄimmern und einer ventrikula¨ren Tachykardie
sind prognostisch ungu¨nstige Faktoren [28, 88].
1.1.2 A¨tiologie
Es gilt heute als gesichert, dass es sich bei dieser Form der Herzkrankheit um eine
Erbkrankheit handelt. Der Vererbungstyp ist autosomal dominant. Die Myokardver-
dickung entwickelt sich meist bis zum 25. Lebensjahr wobei die Penetranz mit dem
Alter steigt und der Pha¨notyp starken Variationen unterliegt [56]. Die Erkrankung ist
heterogen, das heißt es kommen mehrere Ursachen in Betracht. Bisher hat man u¨ber
50 Genanomalien [88] auf den Chromosomen 1, 3, 7, 11, 12, 14 und 15 als Ursachen ve-
rifizieren ko¨nnen, wobei weitere Genloki wahrscheinlich sind [22]. Von dem Gendefekt
betroffen sind vor allem kontraktile Proteine oder Komponenten des Sarkomers, vor-
zugsweise die Schwerkette des kardialen Myosins, das α -Tropomyosin und das kardiale
Troponin [8]. Etwa 30% der hypertrophischen Kardiomyopathien sind auf Punktmu-
tationen im kardialen β -Myosin-Schwerketten-Gen und 15% auf Punktmutationen im
Troponin-T-Gen zuru¨ckzufu¨hren.
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1.1.3 Pathogenese
Bei der hypertophisch obstruktiven Kardiomyopathie findet sich eine Hypertrophie be-
stimmter Bezirke im Septum, der Muskelwand zwischen rechtem und linkem Herzen.
Dies bedingt eine Obstruktion der Ausflußbahn des linken Herzens und damit eine
erho¨hte Druckarbeit, was eine Hypertrophie der gesamten Herzmuskulatur des linken
Ventrikels nach sich zieht. Die intraventrikula¨re Obstruktion hat folgende zwei Loka-
lisationsmo¨glichkeiten: subaortal in 88% und mittventrikula¨r in 12% aller Fa¨lle [22].
Der Obstruktion liegt eine systolische Dorsalbewegung des basalen Anteils und ei-
ne Vorwa¨rtsbewegung des freien Randes des anterioren Mitralsegels in Richtung des
oberen Anteils des Septums zugrunde [60, 9]. Die durch die Obstruktion bedingte
Einengung des Ausflußtraktes geht mit einer Abknickung der Ventrikella¨ngsachse nach
ventral einher. Ha¨ufig wird sie von einer Mitralinsuffizienz im Rahmen einer Verplum-
pung des vorderen Mitralsegels begleitet, als Folge der Einengung und des diastolischen
Septumkontakts. Histologisch zeigt sich ein vor allem septal deutlich versta¨rkter
”
fiber
disarray“, eine Fehlanordung der Herzmuskelfasern, und zusa¨tzlich eine Dysorganisa-
tion der fibrilla¨ren Architektur innerhalb der Zelle [8].
1.1.4 Pathophysiologie
Pathophysiologisch kann sich ein Druckgradient zwischen linkem Ventrikel und Aorta
bilden. U¨ber die Ursachen des Gradienten wird immer noch diskutiert. Derzeit nimmt
man an, dass er aufgrund
1. einer erho¨hten linksventrikula¨ren Kontraktilita¨t
2. des verringerten Preload (bzw. des linksventrikula¨ren Volumens) und aufgrund
3. des verringerten Afterload (bzw. der aortalen Impedanz und des aortalen Drucks)
entsteht [46].
Klinisch relevant sind bei der HOCM die ha¨modynamischen Vera¨nderungen. Im Vor-
dergrund steht hier neben dem systolisch erho¨htem Druckgradienten zwischen linkem
Ventrikel und Aorta die diastolische Relaxationssto¨rung. Darunter versteht man funk-
tionell die Abnahme des Quotienten pQ
pT
, das heißt der Druckabfall im linken Ventrikel
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u¨ber die Zeit ist verlangsamt. Dies bedingt einen erho¨hten linksventrikula¨ren Fu¨llungs-
druck bei normalem enddiastolischen Volumen, bei normaler Auswurffraktion und bei
normalem oder erniedrigtem Schlagvolumen. Das la¨ßt sich auch an einer nach oben ver-
schobenen diastolischen Druck-Volumen-Beziehung zeigen, was gleichzusetzen ist mit
einer erniedrigten Dehnbarkeit des linken Ventrikels. Die quantitative Bestimmung
des Ausmaßes der diastolischen Relaxationssto¨rung kann bei einer Herzkatheterun-
tersuchung mittels Messung des linksventrikula¨ren enddiastolischen Drucks (LVEDP)
erfolgen.
Die Folge des erho¨hten Fu¨llungsdrucks sind Symptome einer belastungsinduzierten
pulmonal-arteriellen Hypertonie wie Dyspnoe. In fortgeschrittenem klinischen Stadi-
um sind Folge des verminderten enddiastolischen Volumens Symptome des Vorwa¨rts-
versagens wie Leistungsknick und rasche Ermu¨dbarkeit [95].
1.1.5 Molekulare Pathophysiologie
U¨ber die Ursache dieser funktionellen Sto¨rung wird kontrovers diskutiert. Es werden
zwei Hypothesen in Bezug auf den pathophysiologischen Mechanismus der diastoli-
schen Relaxationssto¨rung aufgestellt:
1. eine Sto¨rung des Calciumstoffwechsels
2. eine Sto¨rung der zytoskelettalen bzw. extrazellula¨ren Matrix
Beide Modelle versuchen die verringerte linksventrikula¨re Dehnbarkeit zu erkla¨ren,
welche als Ursache fu¨r den erho¨hten Fu¨llungsdruck anzusehen ist. Die Dehnbarkeit
des linken Ventrikels wird im Wesentlichen bestimmt von einer muskula¨ren und einer
nichtmuskula¨ren Komponente.
Die muskula¨re Komponente wiederum wird bestimmt durch einen aktiven und einen
passiven Teil. Der aktive, energieaufwendige Teil, ist die Beendigung des cross-bridge-
cycling-Prozesses der aktivierten Herzmuskelzelle durch Calciumwiederaufnahme aus
dem Zytosol in das sarkoplasmatische Retikulum. Auch der Afterload, die Kontrak-
tilita¨t und die Synchronizita¨t des Kontraktionsprozesses nehmen Einfluß auf den ak-
tiven Teil der muskula¨ren Komponente. Der Preload ist als Beeinflussungsfaktor aus-
zuschließen [26]. Bis auf den Afterload werden alle genannten Faktoren durch den
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Calciumstoffwechsel beeinflußt und teilweise bestimmt und finden so Eingang in die
erste Hypothese. Der passive Teil ist die Compliance des linken Ventrikels, das heißt
die Elastizita¨t der muskula¨ren Wand. Sie findet Eingang in die zweite Hypothese.
Zur nichtmuskula¨ren Komponente der Beeinflussung der Dehnbarkeit der Wand des
linken Ventrikels za¨hlen verschiedene Faktoren wie das rechtsventrikula¨re Loading und
der Koronarturgor. Aber auch eine Perikarditis constrictiva und die externe Kompres-
sion durch raumfordernde Prozesse vera¨ndern die Compliance [95, 75]. Da diese Fak-
toren Teil der zweiten Hypothese sind, sind sie im Rahmen einer klinisch-apparativen
Diagnostik als potentielle Sto¨rgro¨ßen fu¨r unsere Messungen auszuschließen.
In dieser Arbeit wird als Arbeitshypothese angenommen, dass die verringerte Dehn-
barkeit des linken Ventrikels (als Ursache fu¨r den erho¨hten Fu¨llungsdruck) durch eine
Sto¨rung im Calciumstoffwechsel der Herzmuskelzelle (Hypothese 1) bedingt ist.
1.1.6 Therapie
Im Folgenden wird auf die Behandlungsmo¨glichkeiten der HOCM eingegangen, da
diese einen essentiellen Bestandteil unserer Messungen darstellen. Ziel verschiedener
Therapien ist die Reduktion der ventrikula¨ren Septumhypertrophie und der links-
ventrikula¨ren Fu¨llungsrate sowie die Behandlung des Bluthochdrucks ohne die Aus-
wurffraktion des linken Herzens zu mindern [75].
Die medikamento¨sen Optionen beschra¨nken sich derzeit auf die symptomatische Be-
handlung mittels Blocker des β-adrenergen Systems sowie Nifedipin, Diltiazem und
Verapamil, welche zu den Calciumkanalblockern geho¨ren [88, 24]. Der Wirkung der
β-Blocker liegt die Senkung der Herzfrequenz und damit die relative und absolu-
te Verla¨ngerung der Diastolendauer sowie die Erho¨hung der passiven ventrikula¨ren
Fu¨llungsrate zugrunde [92, 36, 13]. Diskutiert wird auch die Reduktion des Sauerstoff-
bedarfs bei ko¨rperlicher Anstrengung durch die Senkung der Reaktion auf inotrope
Stimulation [99, 36, 13, 21]. Verapamil scheint u¨ber die Verbesserung der ventrikula¨ren
Fu¨llungsrate und wahrscheinlich u¨ber eine Reduktion der Ischa¨mie zur Besserung der
Symptome beizutragen [72, 35, 5, 91, 4, 39, 93]. Es werden teilweise noch weitere Me-
dikamente eingesetzt, doch eine wirkliche ursa¨chliche Behandlung der funktionellen
Sto¨rung ermo¨glicht letztendlich nur der operative Eingriff, der vor allem bei Patienten
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eingesetzt wird, die entweder als Hochrisikopatienten in Bezug auf einen plo¨tzlichen
Herztod eingestuft werden oder bei Patienten, die bei medikamento¨ser Behandlung
keine Verbesserung der klinischen Symptomatik zeigen.
Im Wesentlichen sind zwei Arten zu unterscheiden. Na¨mlich die operative Resektion
des hypertrophierten Septumanteils und die operative Verlagerung des vorderen Mi-
tralsegels. Diese Operationen waren lange Zeit weit verbreitet und bergen neben einer
weniger hohen Erfolgsquote auch eine hohe hospitale Mortalita¨t (2.9 − 10.9%) [81].
Die Zweikammer-Schrittmacher-Implantation ist eine weitere Behandlungsoption der
HOCM. Sie basiert auf der Verku¨rzung des AV-Intervalls und der Modifikation des
ventrikula¨ren Depolarisationsablaufes, wodurch eine Reduktion des Ausflußgradienten
erreicht wird [20, 67, 65, 48].
In letzter Zeit beginnt sich ein 1995 durch Sigwart [86] erstmals beschriebener mini-
malinvasiver Eingriff im Rahmen eines Herzkatheters durchzusetzen: die transkorona-
re Ablation der Septumhypertrophie (TASH). Durch einen induzierten Infarkt mittels
Injektion von Alkohol in die das hypertrophierte Septum versorgende Koronararterie
wird eine Reduktion des hypertrophierten Septumanteils erreicht [9]. Unter Ro¨ntgen-
kontrolle erfolgt zuerst das Aufsuchen des Septalastes, der das hypertrophierte Areal
versorgt. Dies wird besta¨tigt durch passagere Inflation eines Ballons in dem Septalast,
gleichzeitig wird invasiv der 4 LV
AOP
(systolischer Druckgradient zwischen dem linken
Ventrikel und der Aorta) bestimmt. Ein Absinken des 4 LV
AOP
bedingt durch die hy-
poxisch induzierte Verminderung der Obstruktion besta¨tigt die korrekte Position des
Katheters. Insgesamt verspricht die TASH eine maximale Reduktion der linksventri-
kula¨ren Ausflusstraktobstruktion und der Compliance des linken Ventrikels bei mini-
mal chirurgischem Aufwand und Risiko [83, 61, 50, 27, 18, 28, 9]. Komplikationen sind
AV-Block und tachykarde Rhythmussto¨rungen [83]. In [53] wurde die myokardiale Per-
fusion und der myokardiale Glucosestoffwechsel nach erfolgter Okklusion des septalen
Astes mittels Positronen-Emissons-Tomographie (PET) mit F-18-Fluorodeoxyglucose
(T-18-FDG) und Tc-99m-MIBI-Einzel-Photon-Emissions-Tomographie (SPECT) be-
stimmt. Es ergab sich eine gleichsinnige Reduktion von myokardialer Perfusion und
myokardialem Glucosemetabolismus in einem umschriebenen Areal des basalen Sep-
tums entsprechend des Versorgungsgebiets des zur TASH benutzen Septalastes. Das
u¨brige Myokard blieb unbeeinflußt. Wie sich gezeigt hat, fu¨hrt die TASH zu einer an-
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haltenden Elimination der Obstruktion durch Verminderung der septalen Wanddicke.
Dies spiegelt sich nicht nur in einer Senkung des LVEDP sondern auch in der deutli-
chen Verbesserung der NYHA-Einstufung der Patienten wider [53, 61].
Zur U¨berpru¨fung der Arbeitshypothese dieser Arbeit wurden Expressionsuntersuchun-
gen an Endomyokardbiopsien bei Patienten mit HOCM vor und 3 Monate nach Be-
handlung mit TASH vorgenommen. Da, wie eben beschrieben, durch die Behandlung
eine Verbesserung der diastolischen Relaxationssto¨rung erfolgt, mu¨ßten, wenn man zu-
grundelegt, dass unsere Hypothese zutrifft, in den beiden Probenserien vor und nach
Behandlung Unterschiede in Bezug auf Parameter des Calciumstoffwechsels auftreten.
1.1.7 Muskelkontraktion und zellula¨rer Calciumstoffwechsel
Um zu erla¨utern, welche Parameter gemessen wurden, wird nun genauer auf den Cal-
ciumstoffwechsel und die damit verbunde Kontraktion der Zelle bzw. des Sarkomers
eingegangen. Das Sarkomer besteht aus dem Aktin, das sich wiederum aus zwei Aktin-
filamenten und Troponin C zusammensetzt, und dem Myosin, einer ATPase. Das Myo-
sin besteht aus zwei umeinander verdrillten schweren Peptidketten und vier leichten
Ketten. Die beiden schweren Ketten bilden an einem Ende zwei globula¨re Ko¨pfchen.
Jedes dieser Ko¨pfchen hat Bindungstellen fu¨r Aktin, ATP und zwei light chains. Eine
Muskelfaser setzt sich aus mehrern Myofibrillen zusammen, die in ihrer longitudina-
len Ausdehnung in sogenannte Sarkomere unterteilt werden. Die Myfibrillen enthalten
ein System aus longitudinalen und transversalen Tubuli. Der Kontraktionsvorgang
besteht in der Verku¨rzung eines jeden Sarkomers. Dies wird verwirklicht u¨ber Interak-
tion zwischen Aktin und Myosin u¨ber die Myosinko¨pfchen und einem anschließenden
Ruderschlag, dem cross-bridge-cycling, welcher zu einer Verschiebung des Aktins in
Richtung Sarkomermitte fu¨hrt.
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Abbildung 1: Der Calciumstoffwechsel
Gesteuert wird der Kontraktionsprozeß u¨ber die zytosolische Calciumkonzentration.
Physiologisch betra¨gt das Verha¨ltnis Calcium intrazellula¨r : extrazellula¨r in der ru-
henden Zelle etwa 1 : 10000. In diesem Zustand bindet Tropomyosin an die Myo-
sinbindungsstelle des Aktins. Hierfu¨r ist Troponin I mit inhibitorischer Funktion und
Troponin T no¨tig. Erho¨ht sich die zytosolische Calciumkonzentration bindet Calcium
an Tropinin C. Dieser Komplex bindet das Troponin I, woraufhin sich das Troponin
T dem Troponin C na¨hert und so die Bindungstelle fu¨r das Myosinko¨pfchen auf dem
Aktin durch Verschiebung des Tropomyosins freigegeben wird. Die Kontraktion dauert
genau so lange an, so lange das Troponin T und I von Troponin C gebunden ist, also
die zytosolische Calciumkonzentration erho¨ht ist [8, 29].
Getriggert wird die Erho¨hung der zytosolischen Calciumkonzentration durch ein u¨ber-
schwelliges Aktionspotential rhythmisch ausgelo¨st von spezialisierten Herzmuskelzel-
len, den potentiellen Schrittmachern. Hat das Aktionspotential, dessen Fortleitung im
Verband der Herzmuskelzellen durch sogenannte disci intercalares begu¨nstigt wird, ei-
ne Herzmuskelzelle erreicht, setzt sich durch die Depolarisation von ca. −80 mV auf ca.
+20 mV eine Kaskade von Calciumverschiebungen in Gang. Durch die Depolarisation
des Membranpotentials u¨ber den Schwellenwert wird im ersten Schritt der spannungs-
aktivierte L-Typ Calciumkanal durch eine Konformationsa¨nderung aktiviert [29, 8].
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Der aktivierte Kanal ermo¨glicht den Durchtritt von Calciumionen in das Zellinne-
re. An dem Aktionspotential der Herzmuskelzelle sind weitere Kana¨le wie Na+- und
K+-Kana¨le beteiligt [29], auf die hier aber nicht weiter eingegangen werden soll. Das
eingestro¨mte Calcium ist aber quantitativ gesehen fu¨r eine physiologische Kontraktion
bei weitem nicht ausreichend. Hingegen aktiviert das eingestro¨mte Calcium im wei-
teren Verlauf einen spezifischen Calciumrezeptor des sarkoplasmatischen Retikulums
(genannt Ryanodin-Rezeptor, weil dieser durch Ryanodin blockiert wird) [96]. Dieser
ist der sarkoplasmatische Retikulum Calcium-release-channel, der nach Aktivierung
Calciumionen aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) in das Zytosol freisetzt
(Calcium-induzierte-Calcium-Freisetzung). Dies fu¨hrt zu einer Erho¨hung der intrazel-
lula¨ren Ca-konzentration um das 10− 15fache von 0.1 µM auf 1 µM [19].
Um das Calcium wieder aus der Zelle zu entfernen stehen der Herzmuskelzelle drei Me-
chanismen zur Verfu¨gung. Ein wesentlicher Mechanismus ist ein aktiver, ATP-abha¨ngi-
ger Pumpprozeß durch die sakroplasmatisches Retikulum Calcium ATPase (SERCA
2a). Sie ist in der Membran des SR lokalisiert und befo¨rdert das freie Calcium in das
Lumen des Membransystems. Der Regulation der SERCA dient ein weiteres Protein,
das Phospholamban, dessen Aktivita¨t durch β-adrenerge Stimulation gesteuert wird.
Der zweite wesentliche Mechanismus zur Entfernung des Calciums aus der Herzmus-
kelzelle ist der Na+/Ca2+-Exchanger. Dieser befo¨rdet durch Aufnahme von zwei Na+
Ionen in das Zellinnere ein Ca2+ Ion in den Extrazellula¨rraum. Der dritte Mechanis-
mus ist die Calciumaufnahme in das Mitochondrium.
Mit Hilfe der genannten Mechanismen kann also u¨ber die Regulation der intrazellula¨ren
Calciumkontraktion der Kontraktionsvorgang der Herzmuskelzelle gesteuert werden.
Eine Sto¨rung des Calciumstoffwechsels ha¨tte demnach eine Sto¨rung der Kontraktion
respektive der Dehnbarkeit der Wand des linken Ventrikels zur Folge (zum Beispiel
bei gesto¨rter Beendigung der Kontraktion). Von Relevanz ist auch die Tatsache, dass
eine Erho¨hung der intrazellula¨ren Calciumkonzentration u¨ber den maximalen physio-
logischen Wert hinaus eine toxische Wirkung auf den gesamten Zellapparat zeigt.
In dieser Arbeit wurde die Genexpression des L-Typ Calciumkanals, der SERCA und
des Phospholambans untersucht. Die Ergebnisse wurden auf die Genexpression des
kardialen Calsequestrins normalisiert. Daher wird im Folgenden na¨her auf die Prote-
inprodukte der untersuchten Gene eingegangen.
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1.2 Calciumkanal
Der L-Typ Calciumkanal der Herzmuskelzelle besteht aus drei verschiedenen Protein-
untereinheiten [40].
S
S
α1
β
α2
δ
Abbildung 2: Der L-Typ Calciumkanal
Die zentrale, ionenleitende Pore α1c (165 kDa) tra¨gt die Bindungsstellen fu¨r die Cal-
ciumkanalblocker. Die beiden Untereinheiten α2/δ (α2: 140 kDa; δ 30 kDa) und β
(52− 65 kDa) wirken regulierend auf den Calciumioneneinstrom [23].
1.2.1 Die α1c-Untereinheit
Fu¨r die Ionenpore α1 sind bisher zehn verschiedene Gene identifiziert worden. Sie wer-
den nach der Konsensusvereinbarung [2] als Cav1.x, Cav2.x, Cav3.x bezeichnet. Die α1c-
Untereinheit ist ein Spleißprodukt aus dem Cav1.2. Sie wird auf dem Chromosom 12p13
kodiert [58, 79]. Die α1c-Untereinheit besteht aus vier homologen Repeats (I-IV). Die
Repeats, die u¨ber intra-/extrazellula¨re Schleifen (Loops) miteinander verbunden sind,
sind aus sechs transmembrana¨ren α-helikalen Segmenten (S1-S6) zusammengesetzt. Sie
sind zueinander zu 45− 60% homolog. Den einzelnen Segmenten und Schleifen konn-
ten spezifische Funktionen zugeordnet werden. Das amphiphile S4-Segment eines jeden
Repeats fungiert als Spannungssensor des Calciumkanals [23], da es positive Ladungen
tra¨gt, die sich im Fall der Membranpotentialvera¨nderung geringfu¨gig verschieben und
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so zu einer Konformationsa¨nderung des Proteins fu¨hren. Das hat die O¨ffnung der Io-
nenpore zur Folge [31]. Funktionell von Bedeutung ist des Weiteren die extrazellula¨re
Schleife zwischen 5. und 6. Segment (P-Loop) in jedem der vier Repeats. Der P-Loop
bedingt die hohe Selektivita¨t des Calciumkanals fu¨r Calciumionen (102−3fach ho¨her als
fu¨r Natrium oder Kaliumionen) [85] indem er sich in die Kanalo¨ffnung einstu¨lpt und
diese auskleidet. In vitro a¨ndert ein Austausch dieser Abschnitte mit entsprechenden
Sequenzen aus Na+-Kana¨len die Selektivita¨t von Ca2+ zu Na+ [38]. Die sogenannte
α1c interaction domain (extrazellula¨r gelegene Schleife zwischen Repeat I und II) ist an
der Wechselwirkung der α1c- mit der β-Untereinheit respektive mit GTP-bindenden
Proteinen beteiligt [69, 103]. Auf der α1c-Proteindoma¨ne sind die Rezeptorstellen fu¨r
die Calciumantagonisten des Dihydropyridin- (DHP), Benzothiazepin- und Phenyl-
alkylamintyps (PAA) lokalisiert. An den Transmembranhelices und den intra- und
extrazellula¨ren Enden von III S6 und IV S6 konnten Rezeptorstellen fu¨r die PAA und
intrazellula¨r angrenzend an die Transmembranhelix von IV S6 Bindungstellen fu¨r die
DHP charakterisiert werden [71, 94].
1.2.2 Die α2/δ-Untereinheit
Der α2 Anteil ist extrazellula¨r aufgelagert und u¨ber eine Disulfidbru¨cke mit der trans-
membrana¨ren δ-Untereinheit zur der α2/δ-Untereinheit verknu¨pft [16, 47, 90]. Bis-
lang wurden drei verschiedene Gene kloniert, welche die α2/δ-Untereinheit kodieren.
Sie ist stark glykosiliert und es wurden bisher fu¨nf Spleißvarianten in verschiedenen
Spezies ausfindig gemacht [10, 11, 101, 49]. Das Propeptid des fu¨r die α2- und die
δ-Untereinheit auf Chromosom 7q [45] gemeinsam kodierenden Gens wird durch post-
translationale limitierte Proteolyse an Position 934 in die beiden sub-Untereinheiten
aufgespalten [16].
Die Aufgabe dieser zusammengesetzten Untereinheit bei der Regulation des Calcium-
kanals besteht in der Beschleunigung der Aktivierungskinetik, Erho¨hung der Gro¨ße
des Ionenstroms und der Normalisierung der Bindungsaffinita¨t fu¨r Dihydropyridine,
die bei der isolierten α1c-Untereinheit um das 5-10fache erniedrigt ist [98].
KAPITEL 1. EINLEITUNG 15
1.2.3 Die β-Untereinheit
Die zweite akzessorische Untereinheit des L-Typ Calciumkanals ist die auf der zyto-
solischen Seite des Sarkolemm gelegene hydrophile β-Untereinheit [69, 66]. Es wurden
im humanen Herzen verschiedene Gene der β-Untereinheit gefunden, na¨mlich β1, β2
und β3 [14, 43, 12, 33].
Alle drei Typen sind hydrophile Proteine, deren Sekunda¨rstruktur vier 27 − 42 Ami-
nosa¨uren lange α-helikale Regionen (Doma¨nen 1−4) zeigt. Im Bereich dieser α-Helices
liegen hoch konservierte, 8 Aminosa¨uren umfassende Abschnitte, welche von Leucin-
/Isoleucin-Sequenzen negativer Ladung eingerahmt sind. Derartige Strukturelemente
lassen aufgrund ihrer Ladung an niedrigaffine Bindungsstellen (Dissoziationskonstante
≈ 1mM) fu¨r polyvalente Kationen wie Ca2+ denken. U¨ber die fixierten Wiederholun-
gen hydrophober Aminosa¨urereste (heptad repeats) zwischen den Doma¨nen II, III und
IV treten zytoskelettale Proteine miteinander in Wechselwirkung [23].
Die β-Untereinheit reguliert wesentlich den Calciumeinstrom u¨ber eine Vergro¨ßerung
des Ionenstroms und einer Verschiebung der O¨ffnungswahrscheinlichkeit des Kanals
hin zu negativeren Membranpotentialen [43, 52, 63]. Desweiteren bewirkt sie eine
Akzeleration der Inaktivierungskinetik [68]. Beteiligt ist die β-Untereinheit auch an
der Vermittlung der Regulation des kardialen Calciumkanals durch Proteinphospho-
rylierung und/oder GTP-bindende Proteine. Die Phosphorylierung erfolgt an die β1-
und die β2-Untereinheit [74, 32], wohingegen die α2/δ-Untereinheit mit dem G-Protein
wahrscheinlich um Bindungsstellen an der α1c-Untereinheit konkurriert und so eine In-
hibierung des Calciumeinwa¨rtstroms durch G-Proteine verhindert [17, 7]. Diese Beein-
flussungen der elektrischen Eigenschaften des Calciumkanals werden einerseits u¨ber die
Expression der verschiedenen β2-Untereinheiten kodierenden Gene reguliert. Anderer-
seits spielt der proteolytische Abbau sogenannter PEST Doma¨nen der β-Proteine eine
Rolle. Diese Sequenzabschnitte sind reich an den Aminosa¨uren Prolin (P), Glutamat
(E), Serin (S) und Threonin (T) und im allgemeinen anfa¨llig gegenu¨ber dem Abbau
durch Proteasen und deshalb mitbestimmender Faktor fu¨r die Halbwertszeit des Pro-
teins.
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1.3 Sarkoplasmatische Retikulum Calcium Adeno-
sidtriphosphatase
Die sarkoplasmatische Retikulum Calcium ATPase (SERCA) wird durch drei verschie-
dene Gene kodiert und in bisher fu¨nf verschiedene bekannte Isoformen expremiert [37].
Die SERCA geho¨rt der Untergruppe II der P-Typ ATPasen zu. Diese P-Typ ATPasen
u¨bertragen das terminale Phosphat des Adenosintriphosphats im Rahmen der Akti-
vierung auf eine Aspartat Gruppe im aktiven Zentrum. Dies fu¨hrt zu einer reversiblen
Konformationsa¨nderung bestimmter Teile des Proteins. Verschiedene Untergruppen
der SERCA finden sich in verschiedenen menschlichen Geweben. Im Myokard wird die
SERCA 2a expremiert.
Die SERCA 2a ist verantwortlich fu¨r den Ru¨cktransport von zytosolischen Calciu-
mionen in das sarkoplasmatische Retikulum, die im Rahmen des calciuminduzierten
Releases freigesetzt wurden. Durch Umsatz eines ATP-Moleku¨ls ko¨nnen zwei Calciu-
mionen entgegen einem mehr als 1000 fachem Konzentrationsgradienten von intrazel-
lula¨r nach intrasarkoplasmatisch transportiert werden.
Reguliert wird die Aktivita¨t des Pumpvorgangs durch
1. Phosporylierung der SERCA 2a
2. Phospholamban und dessen Phosphorylierung
3. A¨nderung des Ionen-Transportverha¨ltnisses und durch
4. quantitative A¨nderungen der Genexpression der SERCA 2a und der phosphory-
lierenden Proteine.
Im phosphorylierten Zustand ist die Aktivita¨t der SERCA 2a gesteigert. Die Phospho-
rylierung erfolgt nach heutigem Wissenstand durch die Ca-abha¨ngige Proteinkinase II.
Die Regulierung der Aktivita¨t durch das Phospholamban hat einen gro¨sseren Stellen-
wert als die Phosphorylierung der SERCA 2a [25, 62, 64].
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1.4 Phospholamban
Phospholamban (PLB) ist ein 52 Aminosa¨uren umfassendes, 6,1 kDa schweres, in-
tegrales Membranprotein des sarkoplasmatischen Retikulums. Es bildet in vivo ein
Homopentamer.
Nichtphosphoryliertes PLB bindet an die SERCA2a und wirkt inhibitorisch. Phos-
phorylierung des PLB hebt diese Inhibition auf unter Steigerung der Relaxationsrate
(positiv lusitroper Effekt) und der Kontraktilita¨t (positiv inotroper Effekt) [55]. Die
Phosphorylierung des Phospholambans erfolgt an Serin-10 durch Phospholipase-C, an
Serin-16 durch Proteinkinase A und an Threonin-17 durch Ca2+-Calmodulin-abha¨ngi-
ge Mechanismen. Die Phosphorylierung durch Proteinkinase A besitzt den gro¨ssten
Stellenwert und ist wahrscheinlich Voraussetzung zur Phosphorylierung an Threonin-
17. Es wird angenommen, dass die Phosphorylierung des PLB zu einer Dissoziation
des SERCA-PLB-Komplexes fu¨hrt und so die Inhibierung aufhebt [25, 64]. Andere
Arbeiten hingegen konnten nicht zeigen, dass eine Phosphorylierung des PLB zu einer
Dissoziation des SERCA-PLB-Komplexes fu¨hrt, wohl aber eine Konformationsa¨nde-
rung [1]. Dies fu¨hrt zu einer Linksverschiebung der EC50-Werte fu¨r die initiale Calci-
umtransportrate, aber zu keiner A¨nderung der maximalen Aktivita¨t [25]. Calcineurin
(eine Phosphatase) scheint u¨ber eine Calcineurin-abha¨ngige Dephosphorylierung des
Phospholambans ebenfalls Einfluss auf die Aktivita¨t der SERCA zu u¨ben [59]. Aus
Mutationsstudien geht hervor, dass wahrscheinlich lediglich die transmembrana¨re He-
lix des PLB an der Interaktion mit der SERCA 2a beteiligt ist und die zytosolisch
gelegenen Komponenten die oben erwa¨hnten Aminosa¨uren zur Phosphorylierung tra-
gen [55].
Im Rahmen der myokardialen Kontraktion spielt der Umfang des sarkoplasmatischen
Calciumspeichers eine wesentliche Rolle: der Umfang dieses Calciumspeichers ist eine
wesentliche Determinante der kardialen Kontraktilita¨t (je gro¨sser der Speicher, desto
mehr Calcium kann im na¨chsten Zyklus durch die calciuminduzierte Calciumfreiset-
zung freigesetzt werden). In isolierten Herzpra¨parationen wurde eine lineare Beziehung
zwischen PLB und der Kontraktions- und Relaxationsrate gefunden. Dies ist ein Hin-
weis auf die wichtige Funktion des Phospholambans in Bezug auf die Kontraktilita¨t
des Herzens. Im Rahmen von Studien zur dilatativen Kardiomyopathie konnte eine
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Verringerung der inhibitorischen Funktion von PLB eine weitere Progression der Er-
krankung im Tiermodell verhindern [55]. Andererseits ist z.B. eine Arginin 9 Cystein
Mutation des PLB als eine Ursache der dilatativen Kardiomyopathie identifiziert wor-
den.
Umgekehrt lo¨ste die vierfache Erho¨hung des PLB in Ma¨usen eine kompensatorische
Erho¨hung der Adrenalin- und Noradrenalinspiegel aus, um den gesteigerten inhibi-
torischen Effekt des PLB durch Phosphorylierung aufzuheben. Im Langzeitversuch
versagte dieser Kompensationsmechansimus aber zunehmend und fu¨hrte zu kardialem
Remodelling und Progression bis zur Herzinsuffizienz mit fru¨her Mortalita¨t [55].
Versuche zur hypertrophen Kardiomyopathie waren bisher leider nicht so erfolgreich:
zwar konnte eine Erho¨hung des PLB die Kontraktilita¨t der Kardiomyozyten erho¨hen,
hatte aber keinen Einfluss auf die Kontraktilia¨t des gesamten Herzens [87].
1.5 Kardiales Calsequestrin
Calsequestrin ist ein Protein mit einer Masse von 40.000 Da und bindet 50 mol Cal-
cium pro mol Protein und hat damit die Funktion eines intrazellula¨ren Calciumspei-
cherproteins. Der Vorgang der Bindung von Calcium an das Protein scheint geringe
Konformationsa¨nderungen im Bereich der Proteinoberfla¨che zu bewirken [100]. Zwei
Isoformen wurden bisher identifiziert, die eine Form vornehmlich expremiert im Ske-
lettmuskel und die andere Form im Herzmuskel. Expressionsuntersuchungen haben
gezeigt, dass die Expression unvera¨ndert bleibt sowohl im hypertrophen Myokard, als
auch wa¨hrend der embryonalen Entwicklung und des Alterns [37].
Aus diesem Grunde wurde in dieser Arbeit die Expression des kardialen Calsequestrins
verwendet zur Normalisierung der Expressionsanalysen der untersuchten Gene. Damit
wird ein Vergleich der Expressionslevels aus den verschieden grossen Myokardbiopsien
ermo¨glicht.
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1.6 Fragestellung und Ziele der Arbeit
Diese Arbeit bescha¨ftigt sich zum einen mit der diastolischen Relaxationssto¨rung bei
Patienten mit hypertrophisch obstruktiver Kardiomyopathie (HOCM). Es soll u¨ber-
pru¨ft werden, ob an dieser Relaxationssto¨rung eine Sto¨rung des Calciumstoffwechsels
der Herzmuskelzelle beteiligt ist.
Zum anderen kann die HOCM und die Behandlung derselben als ein humanes Mo-
dell fu¨r Untersuchungen zu Genexpressionsa¨nderungen nach Reduktion des Afterload
(durch Behandlung mittels TASH) verwendet werden. Dieser Ansatz wird in der Dis-
kussion ero¨rtert.
Um diese Fragestellungen angehen zu ko¨nnen, wurden Expressionsuntersuchungen mit-
tels kompetitiver PCR der α1c-, der α2/δ-, der β-Untereinheit, der SERCA 2a und des
Phospholambans an Endomyokardbiopsien von Patienten mit HOCM vorgenommen.
Diese Biopsien wurden vor und nach transkoronarer Alkoholablation entnommen, wel-
che zu einer Verbesserung der diastolischen Dysfunktion fu¨hrt.
Kapitel 2
Material und Methoden
Das Speichermedium der Erbinformation liegt in der Zelle innerhalb des Nukleus (Zell-
kern) in Form von Desoxyribonukleinsa¨ure (DNS) vor. Die Baupla¨ne fu¨r nahezu alle
im Ko¨rper vorkommenden Proteine sind auf der DNS kodiert. Zur Produktion der
Proteine wird der kodierende DNS-Abschnitt zuerst transkribiert, d.h. eine mRNS
(messanger Ribonukleinsa¨ure)-Kopie wird erzeugt. Sie dient als Matrize. Im na¨chsten
Schritt wird die mRNS dann nach Modifikationsschritten translatiert, also ein aus
Aminosa¨uren bestehender Strang erzeugt. Sogenannte Promotorregionen auf der DNS
und zahlreiche Substanzen, die teilweise extrazellula¨rer Herkunft sind, nehmen Einfluß
auf die Transkriptionsrate und passen die Zelle so ihrer sich sta¨ndig vera¨ndernden Um-
gebung an. Folglich variiert die Menge der in der Zelle vorhandenen mRNS-Transkripte
fu¨r ein beliebiges Protein. Zusa¨tzlich kann auch die Translation beeinflußt werden, was
zur Folge hat, dass nicht jede mRNS-Kopie zwingend auch eine Proteinproduktion zur
Folge hat.
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Im weiteren Verlauf wird auf die Methodik der quantitativen Bestimmung der
mRNS in Myokardbiopsien eingegangen. Untersucht wurde die mRNS-Expression der
folgenden Gene:
1. die Untereinheiten des L-Typ Calciumkanals
2. die SERCA 2a
3. das Phospholamban
4. das kardiale Calsequestrin
2.1 Endomyokardbiopsien
Der Ablauf der quantitativen Bestimmung der mRNS umfaßt folgende Schritte:
1. Entnahme der Endomyokardbiopsie
2. Pra¨paration des Gewebes
3. Isolation der mRNS aus dem gewonnen Material
4. reverse Transkription der mRNS in cDNS
5. kompetitive PCR
2.1.1 Entnahme
Die fu¨r unsere Untersuchungen verwendeten Proben stammen aus Herzen von Pati-
enten mit HOCM. Gewonnen wurden sie durch Entnahme einer Endomyokardbiopsie
im Rahmen einer Herzkatheteruntersuchung entsprechend der Genehmigung durch die
Ethikkommission der LMU-Mu¨nchen, Klinikum Großhadern. Dies wurde jeweils vor
und ca. sechs Monate nach TASH bei Patienten mit HOCM durchgefu¨hrt. Die Endo-
myokardbiopsien wurden unter Durchleuchtung aus dem distalem Anteil des Septums
entnommen, ausgehend vom rechten Ventrikel. Sowohl zum Zeitpunkt der Interventi-
on, als auch sechs Monate spa¨ter wurde in einem Areal des Septums biopsiert, welches
soweit als mo¨glich vom hypertrophierten Septumanteil bzw. der Interventionsstelle
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entfernt lag.
Diese Biopsien sind nur wenige Milligramm schwer. Das Gewebe wird sofort nach der
Entnahme in ein zuvor autoklaviertes Eppendorf-Cup u¨berfu¨hrt und anschließend in
flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung bis zur weiteren Bearbeitung erfolgt
bei −80◦C.
2.1.2 Pra¨paration des Gewebes
Die Pra¨paration der mRNS der Biopsie wurde mit Hilfe des Dynabeads mRNS DI-
RECT Kit der Firma Dynal vorgenommen. Dieses Kit erlaubt den Aufschluß des Gewe-
bes und die anschließende Isolierung der mRNS in einem Versuchsprotokoll. Sa¨mtliche
Arbeitsschritte wurden, um Kontaminationen zu vermeiden, unter einer Laminarflow
durchgefu¨hrt. Arbeitshilfen wie Pipetten wurden mit 70% Ethanol Lo¨sung gereinigt
und anschliessend fu¨r diese Pra¨paration verwendet.
Die Separation der mRNS von der Gesamtmenge an DNS und RNS macht sich die
Tatsache zunutze, dass mRNS-Moleku¨le, die innerhalb des Nukleus erzeugt wurden,
durch posttranskriptionale Modifikation einen Poly-A Schwanz aus 50 bis 200 Basen
am 3′-Ende besitzen [54]. Zur Isolierung sind an die Dynabeads kovalent Oligo-dT
Sequenzen gebunden. Durch Ausbildung von Wasserstoffbru¨cken zwischen dem poly
A-Tail und den dT-Ketten der Dynabeads wird die mRNS an die Dynabeads gebunden
und die metallischen Eigenschaften der Dynabeads erlauben dann eine Abtrennung der
DNS und Rest-mRNS. Dies wird erreicht, indem in der Lo¨sung die Beads magnetisch
separiert werden und die Lo¨sungen ausgetauscht werden. Durch Elution wird in einem
letzten Schritt die mRNS von den Beads abgelo¨st.
Das Vorgehen beginnt mit dem Vorlegen von 39 µl Extraktionspuffer (4 M Guanidiunium-
Isithiocyanat, 1% Dithiothreitol=DTT, 0.5% Laurylsarosinat, 0.1 M Tris pH 8) und
1.2 µl β-Mercaptoethanol in ein Potter-Glas-Teflon-Zylinder, der vor Versuchsbeginn
bei 250◦C u¨ber 2 Stunden gebacken wurde. Diese Mischung tra¨gt einerseits zur Zellly-
se bei und verhindert gleichzeitig den Abbau der mRNS wa¨hrend des Versuchs durch
ubiquita¨r vorhandene RNAsen. Die Biopsie wird mit Hilfe einer sterilen Kanu¨le in die
Lo¨sung u¨berfu¨hrt. Ein fu¨r das Pottersystem vorgesehener zuvor sterilisierter Sto¨ßel
wird fu¨r ca. 2 Minuten manuell auf- und abbewegt und leicht gedreht. Das Homoge-
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nisat wird in ein 0.5 ml Eppendorf-Cup u¨berfu¨hrt. Der Glaszylinder wird mit 79.8 µl
Lysis/Bindungspuffer (4◦C; 100 mM Tris-HCl pH 7.5, 500 mM LiCl, 10 mM EDTA pH
8, 1% LiDS, 5 mM Dithiothreitol) gespu¨lt und die Spu¨lflu¨ssigkeit ebenfalls in das Cup
pipettiert. Durch 10maliges Auf- und Abbewegen des Spritzenstempels einer sterilen 1
ml Spritze mit aufgesteckter grauer Kanu¨le wird die chromosomale DNS geschert. Die
Zelltru¨mmer werden durch Zentrifugation (4◦C, 5 Minuten, 14000 U/min) abgetrennt.
Wa¨hrend dieser Zeit werden die Dynabeads vorbereitet. Dazu werden 30 µl Dynabeads
Oligo-dT25 (Aufbewahrungspuffer: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na2HPO4
x 7H2O, 1.4 mM KH2PO4, 0.02% NaN3) in ein 0.5 ml Eppendorf-Cup pipettiert. Es
folgt eine magnetische Separation fu¨r 30 Sekunden in dem dafu¨r vorgesehenem Dynal-
Magnetsta¨nder (MPC). Der U¨berstand wird soweit entfernt, so dass die Dynabeads
noch gerade eben mit Flu¨ssigkeit bedeckt sind. 200 µl Lysis/Bindungspuffer werden
zugegeben und die Suspension wird so lange mit einer Pipette gemischt, bis die Dy-
nabeads homogen gelo¨st sind. Erneut wird fu¨r 1 Minute magnetisch separiert und der
U¨berstand abgenommen. Die Beads sind jetzt aktiviert.
Den U¨berstand aus dem zentrifugierten Cup, welches das Gewebe entha¨lt, wird nun zu
den aktivierten Dynabeads gegeben und luftblasenfrei mit einer Pipette resuspensiert.
Nach einer Inkubation bei Raumtemperatur u¨ber 5 Minuten erfolgt die eigentliche
magnetische Separation fu¨r 5 Minuten. Es folgt ein zweimaliger Waschvorgang der
Beads, um die nicht gebundenen Bestandteile (DNS, RNS, tRNS etc.) zu entfernen.
Dazu werden jeweils 200 µl Puffer (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.15 M LiCl, 1 mM
EDTA, 0.1% LiDS) zupipettiert, mit der Pipette vorsichtig gemischt, 5 Minuten bei
Raumtemperatur separiert und der U¨berstand verworfen. Anschließend wird erneut
zweimal gewaschen nach dem selben Vorgehen wie gerade eben nur unter Verwen-
dung von 200 µl Puffer B (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.15 M LiCl, 1 mM EDTA).
Bei dem letzten Waschschritt wird der U¨berstand mo¨glichst vollsta¨ndig entfernt. Um
die gebundene mRNS nun zu isolieren werden 14 µl Elutionspuffer (10 mM Tris-HCl
pH 7.5) zupipettiert und die Dynabeads resuspensiert. Das Eppendorf-Cup wird mit
Parafilm verschlossen und fu¨r 2 Minuten bei 65◦C inkubiert. Bei dieser Temperatur
erfolgt die Ablo¨sung des poly-A Schwanzes der mRNS von den oligo − dT ′s der Dy-
nabeads. Durch 2minu¨tige magnetische Separation werden die Dynabeads separiert.
Der U¨berstand entha¨lt die mRNS und wird im Folgenden in ein eisgeku¨hltes 0.5 ml
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Eppendorf-Cup abpipettiert. 2 µl der Lo¨sung werden in ein separates Cup u¨berfu¨hrt,
falls spa¨ter weitere Untersuchungen folgen sollten.
2.1.3 Reverse Transkription der mRNS in cDNS
Die nun gewonnene mRNS muß, bevor man sie in einer PCR einsetzen kann, in cDNS
umschrieben werden. Fu¨r die α- und β-cDNS wurden jeweils die 12 µl (siehe oben) und
das Superscript Pra¨ampflifikationssystem der Firma Gibco BRL Life Technologies ver-
wendet. Fu¨r die Umschreibung wird eine reverse Transkriptase beno¨tigt, die urspru¨ng-
lich aus verschiedenen Retroviren isoliert werden konnte. Die in diesem Reaktionskit
verwendete Transkriptase ist eine genetisch vera¨nderte Variante des Moloney murine
leukemia Virus. Dieses Enzym beno¨tigt als Initiationsstelle einen doppelstra¨ngigen Ri-
bonukleinsa¨urebereich. Dieser Bereich wird durch die Hybridisierung mit Oligonukleo-
tiden, sogenannten Primern, erzeugt. Verwendet wurden fu¨r die verschiedenen mRNS
jeweils Random Hexamer Primer. Er besteht aus einer Mischung von Oligonukleotiden
mit jeweils 6 Basen, wobei alle mo¨glichen Basenabfolgen als Oligonukleotide in dieser
Mischung enthalten sind. Statistisch findet sich alle 100 Basen eine Komplementarita¨t
zwischen Primer und verwendeter mRNS. Diese Stellen dienen dann als Startpunkt
fu¨r die reverse Transkription.
Versuchstechnisch wird mit dem Annealing, dem Anlagern der Hexamere, begonnen.
Dazu werden 12 µl des Eluats aus der mRNS-Separation mit 1 µl random hexamer
primer (0.5 ng/µl) versetzt und 10 Minuten bei 70◦C in einem Wasserbad inkubiert.
Hierdurch wird zuna¨chst die komplementa¨re Basenpaarung zwischen mRNS-Moleku¨len
aufgehoben. Danach wird das Cup fu¨r 1 Minute auf Eis gestellt und kurz bei 4◦C bis
14000U/min abzentrifugiert. Fu¨r die reverse Transkription pipettiert man nun folgen-
de Substanzen zu: 2 µl 10x Synthesepuffer (20 mM Tris HCL pH 8.4, 50 mM KCl, 25
mgMgCl2), 1 µl 10 mM dNTP-Mix und 2 µl 0.1 M DTT. Nach erfolgtem Mischen und
kurzzeitigem Abzentrifugieren erfolgt eine Inkubation bei 25◦C fu¨r 5 Minuten. Danach
werden 1 µl Superscript II reverse Transkriptase (200 U/µl) zupipettiert, gemischt und
erneut inkubiert, diesmal bei Raumtemperatur fu¨r 10 Minuten und anschließend bei
42◦C fu¨r 50 Minuten. Wa¨hrend dieser Zeit erfolgt die Synthese der cDNS. Um den
Vorgang zu beenden, wird das Cup bei 70◦C fu¨r 15 Minuten inkubiert, da hierdurch die
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reverse Transkriptase inaktiviert wird. Es folgt eine 1minu¨tige Lagerung auf Eis und
anschließende Abzentrifugation bei 4◦C fu¨r 30 Sekunden bei 14000 U/min. Da nur die
cDNS von Interesse ist wird die mRNS in dem Hybriddoppelstrang aus mRNS/DNS
mittels Zugabe von 1µl RNAse H und Inkubation u¨ber 20 Minuten bei 37◦C abgebaut.
Fu¨r die Umschreibung der SERCA-, PLB-, kardialen Calsequestrin- mRNS und der
mRNS der Untereinheiten des Calciumkanals wurde die gewonnenenen 12 µl mRNS
aufgetrennt in 2 und 10 µl Portionen und jeweils separat mit dem First Strand cDNA
Synthesis Kit der Firma MBI Fermentas revers transkripiert.
2.2 Kompetitive PCR
Voraussetzung zur Durchfu¨hrung der kompetitiven PCR ist die Auswahl der Primer
fu¨r die jeweiligen untersuchten mRNS-Genprodukte und die Erzeugung je eines Kom-
petitorfragments. Die Beschreibung dieser Arbeitsschritte ist der Beschreibung der
Durchfu¨hrung der kompetitiven PCR nachgestellt, um eine durchgehende Beschrei-
bung der Arbeitstechniken von der Biopsie bis zur kompetitiven PCR zu gewa¨hrlei-
sten.
2.2.1 Grundprinzip der kompetitiven PCR
Entwickelt wurde die Polymerase chain reaction (PCR) von Murphy, sie dient der Am-
plifikation von DNS. Der große Vorteil der PCR liegt in der Tatsache begru¨ndet, dass
theoretisch ein einziges DNS Moleku¨l ausreicht, um davon eine große Kopienanzahl
herzustellen (bis zu 107-Kopien bei 30 Zyklen), wodurch ein Nachweis gefu¨hrt werden
konnte. Um ein bestimmtes Zielfragment zu amplifizieren werden Oligonukleotidpri-
mer, ein Puffer, dNTPs und die thermostabile DNS-Polymerase beno¨tigt. Die beiden
Oligonukleotidprimer wa¨hlt man u¨blicherweise so, dass sie komplementa¨r zum sense
und antisense der gesuchten Zielsequenz sind. Diese Primer bilden dann in der komple-
menta¨ren Sequenz der DNS kurze Doppelstrang-DNS Sequenzen, von denen ausgehend
die Amplifikation in der Polymerase erfolgt. Zu beachten ist lediglich, dass sie fu¨r die
gewa¨hlte Konfiguration nicht weiter als etwa 1 kbp auseinanderliegen sollten. Nach
dem Annealing der Primer an die DNS wird das Gemisch auf 72◦C erhitzt. Bei dieser
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Temperatur erfolgt die DNS-Synthese an der zugrundeliegenden DNS. Durch weiteres
Erhitzen auf 94◦C wird der Doppelstrang getrennt und dann ko¨nnen im na¨chsten Zy-
klus wieder Primer an die separierten DNS-Stra¨nge binden (Denaturierungsschritt).
Ziel der kompetitiven PCR ist die quantitative Bestimmung eines Zielfragments, im
Falle dieser Arbeit der in einer Biopsie vorhandenen revers transkribierten mRNS
(=cDNS)-Menge der α1c , β, SERCA 2a, PLB und des kardialen Calsequestrins. Wie
in [41] beschrieben, besteht die kompetitive PCR in der konkurrierenden Amplifika-
tion einer bekannten Menge Kompetitorfragment mit einer unbekannten Menge Ziel-
fragment. Die Kompetitorfragmente sind bis auf eine erzeugte Deletion im Bereich
zwischen den Bindungstellen der beiden Primer identisch mit den Zielfragmenten. Bei
identischen Oligonukleotidbindungstellen binden die Primer mit der gleichen Kinetik
an die komplementa¨ren Sequenzabschnitte der Zielfragmente und der Kompetitorfrag-
mente. Dies ist erforderlich angesichts der exponentiellen Ampflifikationskinetik der
PCR-Reaktion: schon geringe Unterschiede der Bindungskinetik der Primer an Ziel-
und Kompetitorfragment ko¨nnten eine asymmetrische Amplifikation der beiden Frag-
mente bewirken. Durch die sonst identische Nukleotidzusammensetzung ist die Prozes-
sivita¨t der Taq-Polymerase in den sequenzidentischen Abschnitten unvera¨ndert. Die
Amplifikation der beiden cDNS-Fragmente ist bei identischer Bindungskinetik und
Prozessivita¨t somit allein von der Gro¨ße der erzeugten Deletion abha¨ngig. Da die Pro-
zessivita¨t der verwendeten Taq-Polymerase etwa 1000 Nukleotide/Sekunde betra¨gt,
die amplifizierten Fragmente jedoch deutlich kleiner sind, kann ein lineares Amplifika-
tionsverha¨ltnis zwischen Ziel- und Kompetitorfragment angenommen werden. Zur Ex-
pressionsanalyse werden vier gleiche Anteile der in cDNS revers transkribierten mRNS
einer Biopsie mit steigenden Konzentrationen des jeweiligen Kompetitorfragments ko-
amplifiziert. Durch die unterschiedlichen Massen der beiden Fragmente ko¨nnen sie im
Anschluß an die kompetitive PCR gelelektrophoretisch getrennt, durch interkalieren-
de Farbstoffe markiert, u¨ber Videokamera gescannt und densiometrisch ausgewertet
werden [102].
Verschiedene Oligonukleotidprimerpaare und verschiedene Kompetitor-/Zielfragment-
Paare wurden untersucht, verwendet wurde fu¨r jede untersuchte mRNS die Kombina-
tion mit der geringsten unspezifischen Amplifikation und der geringsten Heteroduplex-
bildungsrate [73]. Das Verha¨ltnis Kompetitor- zu Zielfragment war so abgestimmt, dass
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die Amplifikation beider Produkte im linearen Amplifikationsbereich der PCR erfolgte.
Die Berechnung der Anzahl der in einer Biopsie enthaltenen mRNS-Moleku¨le, welche
das Zielfragment kodierten, erfolgte unter Beru¨cksichtigung der Effizienz der rever-
sen Transkription (40%) [6] und der unterschiedlichen Amplifikationsrate, welche sich
aus dem Verha¨ltnis zwischen Zielfragment- und Kompetitorfragmentla¨nge ergab [57].
Diese Faktoren betragen fu¨r die reverse Transkription 2.5 (entsprechend der 40%igen
Effizienz der reversen Transkription), fu¨r α1c betra¨gt der korregierende Faktor fu¨r die
Fragmentla¨ngendifferenz 1.27, fu¨r die α2/δ-Untereinheit 1.16, fu¨r die β-Untereinheit
2.46, fu¨r die SERCA 2a 1.60 und fu¨r das PLB 1.38.
Die Deletion zur Erzeugung der Kompetitorfragmente wurde erreicht durch die Ver-
wendung von Linker-Primern. Auf den genauen Vorgang wird weiter unten eingegan-
gen.
2.2.2 Versuchsaufbau und -durchfu¨hrung
Die versuchstechnische Durchfu¨hrung der kompetitiven RT (reverse transcript)-PCR
erfolgte stets unter einer Laminarflow, die sich aus Gru¨nden der Vermeidung von Kon-
taminationen in einem getrennten Raum befand. Da in der Zelle die Anzahl der mRNS-
Kopien fu¨r SERCA und PLB sehr hoch ist, wurden fu¨r die quantitativen Messungen
dieser Moleku¨le nur 2 µl der cDNS eingesetzt. Jede PCR-Messung umfaßte das Pipet-
tieren von 4 Reaktionsgefa¨ssen mit cDNS des Proteins, das es zu untersuchen galt, und
jeweils aufsteigender Anzahl an Kompetitorfragmenten. Ein weiteres Reaktionsgefa¨ss,
in das alle Substanzen bis auf die cDNS einpipettiert wurden, diente als Kontrolle. Im
Folgenden ist beispielhaft die Pipettiervorschrift fu¨r das Phospholamban abgebildet.
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1 2 3 4 Kontrolle
H2OPCR 29 29 29 29 40
10x PCRmix 7 7 7 7 7
10 mM dNTP 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Pl 1 1 1 1 1 1
Pl 2 1 1 1 1 1
cDNS 1 1 1 1 —
Phospholamban interner Standard
103 10 — — — —
104 — 10 — — —
105 — — 10 — —
106 — — — 10 —
Taq Poly (5 U/µl) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
gesamt 50 50 50 50 50
PCR Programm Nummer 15
Tabelle 1: Schema fu¨r das Phospholamban
Die Pipettiervolumina sind in µl angegeben. Alle Primer haben eine Konzentration von
10 pM. Der PCRmix ist ein Gemisch aus 50 mM MgCl2 (Fa Gibco Life Technologies)
und PCR-Buffer x10 (200 mM Tris pH 8.4, 500 mM KCl; Fa Gibco Life Technologies)
im Verha¨ltnis 1:6. Die Taq Polymerase hat ihr Temperaturoptimum bei 72◦C, wobei
kurzfristig Temperaturen bis zu 95◦C ohne Aktivita¨tsverlust toleriert werden. Als Cy-
cler wurde der Omnigene Temperature Cycler der Firma Hybaid verwendet.
Nach dem Zusammenpipettieren der Reaktionsansa¨tze wird das Gemisch mit zwei
Tropfen Mineralo¨l u¨berlagert, um eine Verdunstung der Flu¨ssigkeit bei den hohen
PCR-Temperaturen zu verhindern. Nach Beendigung des PCR-Programms wird die
Mineralo¨lschicht vorsichtig abpipettiert. Reste des Mineralo¨ls werden durch zweima-
lige Chloroformextraktion entfernt: nach Zugabe von 100 µl Chloroform wird das
Eppendorf-Cup fu¨r etwa 30 Sekunden geru¨ttelt; anschließend fu¨r 5 Minuten bei 14000
U/min zentrifugiert. Der U¨berstand wird abgehoben. Die DNS wird pra¨zipitiert mit
100% Ethanol (−20◦C; Volumen: 2.5-faches des Ausgangsvolumens zuzu¨glich des zu-
gesetzten NaCl-Volumens) und 5 M NaCl (0.1fache Menge des Inhaltes). Das Salz
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dient der Fa¨llung der DNS. Nach erfolgter Zugabe wird das Cup fu¨r 15 Minuten bei
−80◦C gelagert, und im Anschluß 15 Minuten bei 4◦C und 14000 U/min zentrifugiert
und dekantiert. Um das Salz zu entfernen werden 750 µl 70% Ethanol zupipettiert,
fu¨r 5 Minuten erneut zentrifugiert (4◦C, 14000 U/min) und der U¨berstand wieder
dekantiert. Die Eppendorfcups werden in der Vakuumzentrifuge getrocknet und die
getrockneten Pellets mit 12 µl 1x Dye (50 mg Bromphenolblau, 20 ml H2ODEPC , 25
ml Glycerol, 5 ml 0.1 M NaH2PO4) resuspensiert. Die beiden gelo¨sten Ansa¨tze wer-
den zusammen mit einem Marker auf ein 6%iges Polyacrylamidgel aufgetragen und
nach dem Gellauf mit dem interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid gefa¨rbt. Auf
dem UV-Tisch (λ = 312 nm) erfolgt die Auswertung des Gels.
2.3 Herstellung der Kompetitorfragmente
Es folgt die Beschreibung der Herstellung und Amplifikation der Kompetitorfragmente.
Die Primer und Linkerprimer, die bei der nachfolgend beschriebenen PCR eingesetzt
werden, werden im Ergebnisteil erla¨utert.
2.3.1 PCR-Klonierung
Die Durchfu¨hrung der PCR gleicht bis auf einige Einzelheiten der Beschreibung bei der
kompetitiven PCR. Die benutzten Arbeitshilfen werden in diesem Fall allerdings mit
einer 0.07 mM Na-Hypochlorit-Lo¨sung von mo¨glicherweise vorhandener DNS gerei-
nigt. Der PCRmix, der dNTP-Mix und die Taq-Polymerase sind dieselben wie bei der
kompetitiven PCR. Ein zweiter Reaktionsansatz, allerdings ohne cDNS, dient der Kon-
trolle von Verunreinigungen der aliquotierten PCR-Grundsubstanzen (Mix, dNTP ′s,
Taq-Polymerase, H2OPCR). Im Anschluß an die DNS-Synthese im PCR-Cycler werden
dieselben Arbeitsschritte wie bei der quantitativen PCR (siehe oben) vollzogen. Auf
dem UV-Tisch (λ = 312 nm) wird die La¨nge des amplifizierten Stu¨cks u¨berpru¨ft und
das Gelstu¨ck mit der Bande, die die gewu¨nschte DNS entha¨lt, mit Hilfe eines Scalpells
ausgeschnitten.
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2.3.2 Elektroelution
Nun mu¨ssen die DNS-Fragmente durch Elektroelution aus dem ausgeschnittenem
Gelstu¨ck pra¨pariert werden. Das Gelstu¨ck wird in einen auf einer Seite mit einer Pla-
stikklammer verschlossenen Dialyseschlauch (etwa 3x5 cm) u¨berfu¨hrt und 300 µl 1x
TBE-Puffer (0.1 M HCl-Borat, 20 mM EDTA pH 8) zupipettiert. Der Dialyseschlauch
wird luftblasenfrei ausgestrichen und die offene Seite zugeklammert. Den Dialyse-
schlauch legt man in eine Elektroelutionskammer aus Plexiglas (10 x 10 cm, Ho¨he 5
cm) und fu¨llt die Kammer mit 1x TBE-Puffer, so dass der Dialyseschlauch vollsta¨ndig
von Flu¨ssigkeit bedeckt ist. Die Elektroelutionskammer wird in eine Edelstahlwanne
u¨berfu¨hrt, die mit Eis gefu¨llt ist, um eine U¨berwa¨rmung des 1x TBE-Puffers wa¨hrend
des Versuchs zu vermeiden. An die in der Elekroelutionskammer auf zwei gegenu¨ber-
liegenden Seiten in 2 mm Ho¨he gespannten Dra¨hte werden mittels einer Stromquelle
141 mA Strom appliziert. Durch die negative Gesamtladung der DNS wandert diese
in Richtung Anode.
Nach 1.5 Stunden kontrolliert man die Elution der DNS auf einem UV-Tisch. Die 300
µl Dialysatflu¨ssigkeit wird in ein Eppendorfgefa¨ss pipettiert und der Dialyseschlauch
mit 100 µl 1x TBE gespu¨lt. Die Spu¨lflu¨ssigkeit u¨berfu¨hrt man ebenfalls in das Ep-
pendorfgefa¨ss. Um eventuell mitgefu¨hrte Gelstu¨cke abzutrennen folgt eine 5minu¨tige
Zentrifugation bei Raumtemperatur bei 14000 U/min. Der U¨berstand wird in ein neues
Eppendorfcup pipettiert und das Volumen bestimmt. Es folgt eine Standardpra¨zipita-
tion mit 2.5 v/v 100% Ethanol und 0.1 v/v 5 M NaCl (Beschreibung siehe oben). Nach
erfolgtem Waschschritt und Trocknen in der Speedvac folgt als letzter Arbeitsschritt
die Aufnahme des Pellets mit H2ODNS zu einer Konzentration von 100 fM/µl. Die
Lagerung bis zur Weiterverarbeitung erfolgt bei −20◦C.
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2.3.3 Klonierung
Die Klonierung der Amplifikationsprodukte erfolgte in die pT-Advantage Vektoren
der Firma Clontech. Diese Methode macht sich die Exonukleaseaktivita¨t der Taq-
Polymerase zunutze, wodurch an den Enden ein Adenosinrest verbleibt. Dies erlaubt
die Klonierung in Plasmidvektoren, welche an den geo¨ffneten Enden ein u¨berha¨ngen-
des T- haben.
Die Klonierung eines DNS-Fragments in Plasmidvektoren dient der Amplifikation des
Stu¨ckes in gro¨ßerer Anzahl als dies in einer PCR-Synthese der Fall ist. Die PCR-
Fragmente werden mit der T4-DNS-Ligase wie in Clontech Protokoll beschrieben in
den pT Advantage Vektor ligiert.
Der neu ligierte Vektor muß nun in Bakterienzellen zur Vermehrung eingebracht wer-
den. Hierzu dienen die Eqicurian Coli XL1-Blue MRF kompetenten Zellen (Fa. Strata-
gene), die nach einem modifizierten Protokoll von Hanahan et al. [34] fu¨r die Aufnahme
von DNS-Plasmiden vorbereitet wurden. Die Aufbewahrung von Aliquots von 150 µl
erfolgt bei −80◦C. Einer dieser Ansa¨tze wird mit 15 µl 10x CM Puffer (100 mM CaCl2
x 2H2O, 400 mMMgCl2 x 6H2O) und 115 µl H2ODNS versetzt und durch vorsichtiges
Auf- und Abpipettieren gemischt. Es folgen folgende Inkubationsschritte: 12 Minuten
auf Eis, 4 Minuten bei 25◦C, 6 Minuten auf Eis und 10 Minuten bei 25◦C. Nach Zu-
gabe von 1500 µl LB-Na¨hrmedium u¨berfu¨hrt man das Gesamtvolumen in ein steriles
10 ml Ro¨hrchen und inkubiert anschließend fu¨r 60 Minuten bei 37◦C und 125 U/min
in einem Ru¨tteltisch (Fa. B. Braun Biotech International). 150 µl der Suspension wer-
den auf Agarplatten (mit Ampicillinzusatz) ausplattiert, der Rest des Volumens fu¨r
10 Minuten bei Raumtemperatur und 3500 U/min zentrifugiert. Nach Dekantieren
des U¨berstandes lo¨st man das Pellet in 150 µl LB-Medium unter langsamen Ru¨tteln
auf dem Tischru¨ttler wieder. Die nun im Vergleich zur ersten Ausplattierung ca. 10x
ho¨her konzentrierte Suspension plattiert man auf einer zweiten Agarplatte aus. Beide
Platten werden im Brutschrank (Fa. Memmert) bei 37◦C u¨ber Nacht inkubiert.
Der verwendete Vektor entha¨lt das Resistenzgen fu¨r Ampicillin, weswegen nur dieje-
nigen Bakterien wachsen, die erfolgreich transformiert wurden. Es folgt am na¨chsten
Morgen das Ausza¨hlen der Bakterienkolonien. Wurden die Platten nicht sofort fu¨r den
na¨chsten Versuch weiterverwendet, erfolgte die Lagerung im Ku¨hlraum bei 4◦C.
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2.3.4 Pra¨paration mit Minipra¨p/Midipra¨p
Die DNS-Minipra¨paration und die DNS-Midipra¨paration beinhalten die Vermehrung
der Bakterien und die anschließende Isolierung der DNS aus den gewachsenen Ko-
lonien. Die beiden Versuche unterscheiden sich in der Menge der gewonnenen DNS.
Sie liegt fu¨r die Minipra¨paration bei 10 − 20 µg DNS pro Ansatz und fu¨r die Midi-
pra¨paration bei bis zu 1000 µg DNS. Versuchstechnisch wird mit der Minipra¨paration
begonnen, da diese eine Verarbeitung von 12 Kolonien gleichzeitig erlaubt und so die
Wahrscheinlichkeit gro¨ßer ist, die Kolonie, die das Zielfragment beeinhaltet, mitpra¨pa-
rariert zu haben. Nur die positive Kolonie wird dann noch im Versuch der Midipra¨pa-
ration weiterverarbeitet. Der Identifizierung der pra¨parierten DNS dienen Versuche
mit Restriktionsendonukleasen am Ende der beiden Pra¨parationen.
Die DNS-Minipra¨paration beginnt mit dem Beimpfen mittels autoklavierten Zahnsto-
chern von 12 Reagenzgla¨sern, die jeweils 7 ml autoklaviertes LB-Na¨hrmedium (10g
Bacto Trypton, 5 g Bacto Yeast, 5 g NaCl, 1 g Glucose, 1000 ml H2Odemineralisiert) und
14 µl Ampicillin (50 µg/ml) enthalten, mit jeweils unterschiedlichen Kolonien der im
letzten Versuch erzeugten Agarplatte. Die Ro¨hrchen werden fu¨r etwa 16 Stunden bei
37◦C und 225 U/min auf dem Ru¨tteltisch inkubiert. Danach beimpft man wiederum
ampicillinhaltige Agarplatten mit je einem Tropfen der Kolonien, inkubiert dann bei
37◦C fu¨r mindestens 8 Stunden im Brutschrank und lagert die Platten bei 4◦C im
Ku¨hlraum und hat so jederzeit die Mo¨glichkeit der Wiederholung des Versuches. Nach
der Vermehrung der Bakterien fa¨hrt man mit der U¨berfu¨hrung der Mediumflu¨ssig-
keit in sterile 10 ml Plastikro¨hrchen fort. Die Ro¨hrchen werden fu¨r 10 Minuten bei
3500 U/min und Raumtemperatur zentrifugiert, der U¨berstand dekantiert, die Bakte-
rienpellets mit 100 µl GET-Puffer (50 mM Glucose, 10 mM EDTA pH 8.25, 25 mM
TrisHCl pH 8) unter vorsichtigem Ru¨tteln resuspendiert und die Suspension in sterile
Eppendorfcups pipettiert. Zur Lyse der Bakterien werden nach 5minu¨tiger Inkuba-
tion bei 25◦C 200 µl einer frisch hergestellten Mischung aus 2 N NaOH mit 1%iger
SDS-Lo¨sung hinzugegeben (zur Lyse der Bakterienwa¨nde), der Sta¨nder mit den Ep-
pendorfcups etwa 5 mal geschwenkt und die Cups fu¨r 5 Minuten auf Eis gelagert.
Die Ausfa¨llung der Gesamt-DNS geschieht mit 150 µl eisgeku¨hlter 3 M Kaliumace-
tatlo¨sung (KOAc) und anschließendem starken Ru¨tteln auf einem Tischru¨ttler fu¨r 10
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Sekunden. Nach einer erneuten Lagerung fu¨r 5 Minuten auf Eis schließt sich eine
10minu¨tige Zentrifugation bei 4◦C und 14000 U/min zum Abtrennen der Zellreste
an. Die nicht chromosomale DNS/RNS verbleibt aufgrund ihres geringen Molekular-
gewichtes in dem U¨berstand. Dieser wird in ein neues autoklaviertes Eppendorfcup
u¨berfu¨hrt und erneut fu¨r 5 Minuten bei 4◦C und 14000 U/min zentrifugiert, um even-
tuell noch vorhandene Zelltru¨mmer zu entfernen. Zu dem in ein neues Cup u¨berfu¨hrten
U¨berstand gibt man zum Verdau der RNS 5 µl RNAse A und inkubiert fu¨r 30 Mi-
nuten bei 37◦C in einem Wasserbad. Im Anschluß werden eventuell noch vorhandene
Proteine und Lipide und die RNAse mittels einer Phenol/Chloroform- (P/C = 1:1)
und Chloroformextraktion entfernt. Die Pra¨zipitation der DNS mit 2.5 fachem Volu-
men an eisgeku¨hltem 100% Ethanol erfolgt durch 20minu¨tige Lagerung bei −80◦C.
Um die ausgefa¨llte DNS zu isolieren, zentrifugiert man fu¨r 10 Minuten bei 4◦C und
14000 U/min und dekantiert den U¨berstand. Der nun folgende Waschschritt umfaßt
die Zugabe von 750 µl 75% eisgeku¨hltem Ethanol, 5minu¨tige Zentrifugation bei 4◦C
und 14000 U/min und das Dekantieren des U¨berstands. Die in einer Speedvac getrock-
neten Pellets werden in 18.8 µl H2ODNS gelo¨st.
Um zu kontrollieren, ob das Zielfragment in der DNS-Gesamtmenge enthalten ist,
werden 2 µl der hergestellten DNS-Lo¨sung mit Restriktionsenzymen und entsprechen-
den Puffern versetzt und inkubiert. Die Schnittstellen der Restriktionsenzyme mu¨ssen
sinnvollerweise bekannt sein und sollten zum Teil innerhalb der Zielfragmente liegen.
So ko¨nnen die angesetzten Cuts nach erfolgter Fa¨rbung und gelelektrischer Trennung
mit Hilfe eines Markers auf das Vorhandensein des Zielfragments u¨berpru¨ft werden.
Fu¨r die Herstellung großer Mengen der Kompetitorfragmente wurde in dieser Arbeit
das Midi-Prep Kit der Firma Qiagen verwendet. Der Versuch beginnt mit dem Beimp-
fen der Flu¨ssigkeit von zwei Reagenzgla¨sern, die je 7 ml LB-Flu¨ssigna¨hrmedium mit
14 µl Ampicillin (50 µg/ml) enthalten mit einer der Bakterienkolonien, die bei der
Minipra¨paration den gesuchten Zellklon enthielten. Die beimpften Medien werden bei
37◦C und 225 U/min fu¨r 16 Stunden auf dem Ru¨tteltisch pra¨inkubiert. Anschließend
u¨berfu¨hrt man den Inhalt der Reagenzgla¨ser in einen 500ml Erlenmeyerkolben, der
zuvor mit 500 ml LB-Na¨hrmedium und 1 ml Ampicillin (50 µg/ml) gefu¨llt wurde,
und inkubiert den Gesamtansatz weiter bei 37◦C und 225 U/min. Man fa¨hrt mit dem
Versuch fort, wenn der Ansatz bei 600 nm eine optische Dichte OD600nm von 1 bis 1.5
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aufweist, was einer Konzentration von etwa 109 Zellen/ml entspricht. Die Bakteriensus-
pension teilt man im Anschluß in zwei autoklavierte Zentrigugationsflaschen fu¨r einen
SS20 Rotor einer Sorvall-Zentrifuge. Nach einer Zentrifugation fu¨r 15 Minuten bei 4◦C
und 6000 U/min entsteht ein Bakterienpellet am Boden des Gefa¨ßes. Der U¨berstand
wird dekantiert und das Pellet auf Eis in 10 ml P1-Puffer (100 µg/ml RNAse A, 50
mM Tris-HCl, 10 mM EDTA pH 8.0) resuspendiert. Die nun ho¨her konzentrierte Bak-
teriensuspension teilt man in zwei TI-60 Ultrazentrifugationsro¨hrchen auf, gibt je 5
ml P2-Lysis-Puffer (200 mM NaOH, 1% SDS) zu und vermischt durch anschließendes
5maliges top-bottom Drehen. Nach 5minu¨tiger Inkubation bei Raumtemperatur sind
die Zellen lysiert. Die DNS wird ausgefa¨llt durch Zugabe von je 5 ml P3 Neutrali-
sationspuffer (3 M KOAc pH 5.5), 5maliges Drehen der Ro¨hrchen und 20minu¨tiger
Lagerung auf Eis. Nachdem die Ro¨hrchen austariert wurden, zentrifugiert man sie
fu¨r 30 Minuten bei 4◦C und 35000 U/min. Den U¨berstand aus der Zentrifugation
gibt man u¨ber eine Qiagen Midiprep Sa¨ule, die zuvor mit 10 ml Equibrilierungspuffer
(750 mM NaCl, 50 mM Morpholino-propan-sulfonsa¨ure=MOPS, 15% Ethanol pH 7.0
0.15% Triton X-100) equibriliert wurde. Die im U¨berstand enthaltene DNS bindet an
Bestandteile in der Sa¨ule und wird im Folgenden mit insgesamt 60 ml QC-Puffer (1 M
NaCl, 50 mM MOPS, 15% Ethanol pH 8.5) gewaschen und mit 15 ml QF-Puffer (1.25
M NaCl, 50 mM Tris HCl, 15% Ethanol pH 8.5) eluiert, wobei die Elutionsflu¨ssigkeit
in einem sterilen 30 ml Corex-Ro¨hrchen aufgefangen wird. Anschließend pra¨zipitiert
man die Gesamt-DNS durch Zugabe von 10.5 ml Isopropanol 100% (ca. 0.7 V./V.)
und Lagerung bei 4◦C u¨ber Nacht. Die ausgefa¨llte DNS wird in der Sorvallzentrifuge
in einem SS34 Rotor bei 4◦C und 11000 U/min fu¨r 30 Minuten abzentrifugiert, der
U¨berstand dekantiert und das Pellet durch Zugabe von 15 ml eisgeku¨hltem 70% Etha-
nol und Zentrifugation bei 4◦C und 11000 U/min fu¨r weitere 5 Minuten gereinigt. Das
Trocknen des DNS-Pellets erfolgt bei Raumtemperatur nach dem man den U¨berstand
dekantiert hat. Die DNS lo¨st man in 500 µl 1xTE Puffer.
Die Konzententrations- und Reinheitsbestimmung erfolgt im Photometer. Die Absorp-
tion wird bei zwei verschiedenen Verdu¨nnungstufen 1 : 15 und 1 : 25 bei λ = 260nm
und λ = 280nm gemessen. Eine OD260nm von 1 entspricht einer DNS-Konzentration
von 50 µl/ml. Der Quotient OD280nm
OD260nm
gibt den Reinheitsgrad der DNS wieder und sollte
≥ 1.8 sein, was in den durchgefu¨hrten Versuchen stets der Fall war. Schließlich wird
KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN 35
noch ein Kontrollcut mit demselben Restriktionenzymen wie bei der Minipra¨parati-
on durchgefu¨hrt, um sicherzugehen, dass die richtige Kolonie ausgewa¨hlt wurde. Die
Lagerung der restlichen DNS-Lo¨sung bis zur weiteren Verarbeitung erfolgt bei −20◦C.
2.3.5 Sequenzierung zur Kontrolle der Kompetitorfragmente
Um zu u¨berpru¨fen, ob die Kompetitorfragmente korrekt hergestellt und kloniert wur-
den, wurde die Nukleotidsequenz auf beiden Stra¨ngen mit der Dideoxy-Methode nach
Sanger [77] in Form der Plasmidsequenzierung sequenziert. Die zu sequenzierenden
cDNS-Fragmente sind in die Multiple Cloning Site von Plasmidvektoren, z.B. pUC 18,
subkloniert (siehe oben). Durch Alkalizugabe denaturiert man zuna¨chst die doppel-
stra¨ngige Plasmid-DNS. Die 5′ - und 3′-Enden der Multiple Cloning Site enthalten Bin-
dungstellen fu¨r Standard-Oligonukleotidprimer komplementa¨rer Sequenz, im Falle von
pUC 18 z.B. pUCforward und pUCreverse. Durch Erhitzen der Einzelstra¨nge der Plasmid-
DNS zusammen mit den Primern auf 65◦C und stufenweises Abku¨hlen auf 25◦C kommt
es in einer spezifischen Hybridisierungsreaktion zur Ausbildung von doppelstra¨ngigen
Bereichen zwischen den Primern und komplementa¨ren DNS-Sequenzabschnitten. Diese
Bereiche dienen als Startpunkt der Synthese eines radioaktiv markierten cDNS-Strangs
durch eine DNA-abha¨ngige DNA-Polymerase.
Die Sequenzierung wird in vier Reaktionsansa¨tzen durchgefu¨hrt: In jedem Ansatz ist
ein radioaktiv markiertes Nukleotid (α35S − dATP ) und die vier Deoxy-Nukleotide
dATP, dTTP, dGTP und dCTP (≡ dNTP ′s ≡ 2′-Deoxy-Nukleosid-5′-Trisphosphate)
enthalten. Im Verha¨ltnis 1 : 10 ist in jedem Reaktionsansatz jeweils ein Nukleotid der
vier ku¨nstlich erzeugten Dideoxy-Nukleotide (≡ ddNTP ′s ≡ 2′,3′-Didesoxy-Nukleosid-
5′ -Trisphosphate) vorhanden. Durch Einbau eines ddNTP ′s in den wachsenden DNS-
Strang durch die T7-DNA-Polymerase kommt es zum Abbruch des Strangs, da die 3′
-Hydroxygruppe des Ribosylrestes zur Kettenverla¨ngerung fehlt. Die DNS-Fragmente
ko¨nnen gelelektrophoretisch getrennt werden, da der Kettenabbruch mit statistischer
Verteilung an jeder Einbaustelle erfolgt und so in jedem nukleotidspezifischen Ansatz
eine Population unterschiedlich langer DNS-Fragmente entsteht.
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Sequenzierungsprotokoll
Die DNS-Sequenzierung wurde mit dem Sequenase r© Version 2.0 DNA-Sequenzierungs-
Kit der Firma USB/Amersham durchgefu¨hrt. Dieser Kit entha¨lt folgende Bestandteile:
• 5x Sequenase Puffer (200 mM Tris HCl pH 7.5, 100 mM MgCl2, 250 mM NaCl)
• 0.1 M Dithiothreitol-Lo¨sung
• 5x dGTP-Labeling Mix (7.5 µM dGTP, 7.5 µM dCTP, 7.5 µM dTTP)
• ddG Termination Mix (80 µM dGTP, 80 µM dATP, 80 µM dCTP, 80 µM
dTTP, 8 µM ddGTP, 50 mM NaCl)
• ddA Termination Mix (80 µM dGTP, 80 µM dATP, 80 µM dCTP, 80 µM
dTTP, 8 µM ddATP, 50 mM NaCl)
• ddT Termination Mix (80 µM dGTP, 80 µM dATP, 80 µM dCTP, 80 µM
dTTP, 8 µM ddTTP, 50 mM NaCl)
• ddC Termination Mix (80 µM dGTP, 80 µM dATP, 80 µM dCTP, 80 µM
dTTP, 8 µM ddCTP, 50 mM NaCl)
• Stop Solution (95% Formamid, 20 mM EDTA, 0.05% Bromphenolblau, 0.05%
Xylencyanol FF)
• Sequenase r© Version 2.0 T7 DNA-Polymerase
Außerdem beno¨tigt werden 35S −α− dATP (Fa. Dupont), H2ODNS (autoklaviert bei
121◦C fu¨r 15 Minuten) und 1xTE Puffer pH 7.4 (10 mM Tris HCl pH 7.4, 1 mM
EDTA pH 8.0) zur Verdu¨nnung der Sequenase r©. Die Standard-Oligonukleotidprimer
haben eine Konzentration von 5 pmol/µl und wurden nach den Sequenzen der Poly-
klonierungstellen der Plasmidvektoren gewa¨hlt: fu¨r pUC18 die Primer pUCforward und
pUCreverse und fu¨r den Vektor pSP72 die Primer T7 und SP6.
Der erste Schritt umfaßt die Herstellung gereinigter, alkalidenaturierter, einzelstra¨ngi-
ger DNS-Fragmente, der template-DNS. Die Reinigung wird in Form einer Pra¨zipi-
tation mit Polyethylenglykol vollzogen. Dazu versetzt man 16.8 µl DNS-Lo¨sung mit
3.2 µl NaCl-Lo¨sung und 20 µl 13%iger PEG-8000-Lo¨sung, vermischt durch Auf- und
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Abpipettieren und lagert den Ansatz fu¨r eine Stunde auf Eis. Die pra¨zipitierte DNS
trennt man anschließend durch 10minu¨tige Zentrifugation bei 4◦C und 14000 U/min
ab (Eppendorf Tischzentrifuge R14), nimmt den U¨berstand vorsichtig ab und wa¨scht
das DNS-Pellet mit 750 µl 70%Ethanol (−20◦C). Nach weiteren 5 Minuten Zentrifu-
gation und Dekantieren des U¨berstandes wird das Pellet in der Speedvac getrocknet
und in 20 µl H2ODNS aufgenommen.
Ein Aufteilen in jeweils 10 µl Aliquots ermo¨glicht ein getrenntes Sequenzieren der ko-
dierenden und nichtkodierenden Sequenz. Durch Zugabe von je 50 µl 0.4 N NaOH
und 10 µl H2ODNS werden die Wasserstoffbru¨ckenbindungen zwischen den zwei DNS-
Stra¨ngen gelo¨st und die DNS liegt einzelstra¨ngig vor. Den Ansatz inkubiert man fu¨r
fu¨nf Minuten im Ku¨hlwasserbad bei 25◦C und pra¨zipitiert dann erneut. Dazu gibt man
330 µl Ethanol100% und 10 µl 3 M NaOAc pH 5.07 zu, zentrifugiert fu¨r 15 Minuten bei
4◦C und 14000 U/min und dekantiert den U¨berstand. Nach einem Waschschritt mit
750 µl Ethanol 70% und Zentrifugation fu¨r fu¨nf Minuten bei 4◦C und 14000 U/min
wird der U¨berstand erneut dekantiert und das Pellet in der Speedvac getrocknet. Das
DNS-Pellet nimmt man in 6 µl H2ODNS durch Ru¨tteln sorgfa¨ltig auf. Pro Ansatz
werden nun 2 µl Sequenasepuffer und 2 µl Primer (je nach Ansatz 5′- oder 3′-Primer)
zugegeben.
Um eine Bildung von doppelstra¨ngigen Bereichen zwischen Primern und komple-
menta¨rer template-DNS zu erreichen erfolgen die Schritte des Annealings: Zuerst wer-
den die Cups fu¨r zwei Minuten bei 65◦C im Wasserbad inkubiert. Dann wird ein kleines
Becherglas mit 65◦C warmem Wasser befu¨llt und die Cups darin fu¨r 25 Minuten be-
lassen. Durch Wa¨rmeaustausch mit der Umgebung sinkt die Temperatur des Wasser
im Glas kontinuierlich. Mit der anschließenden Inkubation fu¨r fu¨nf Minuten bei 37◦C
und fu¨r fu¨nf Minuten bei 25◦C wird der Annealingprozeß abgeschlossen.
Vor Beginn der Sequenzierungsreaktion werden die Cups fu¨r zwei bis drei Minuten auf
Eis gestellt. Zu den Ansa¨tzen der beiden Eppendorfcups pipettiert man je 1 µl 0.1 M
Dithiothreitol, 2 µl Labeling Mix (5x Labeling Mix 1:10 mit H2ODNS verdu¨nnt), 1 µl
35S − α − dATP und 1.5 µl Sequenase r© 2.0 (Stammlo¨sung 1:6 mit 1xTE-Puffer pH
7.4 verdu¨nnt) zu. Den Ansatz bela¨sst man fu¨r fu¨nf Minuten bei Raumtemperatur. Bei
der dabei ablaufenden DNS-Synthese kommt es zur Verla¨ngerung des Doppelstranges
in 3′ Richtung und zum Einbau von 35S − α − dATP . Wa¨hrend dieser Zeit werden
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je 2.5 µl Termination Mix G, A, T, C in separate Cups gegeben und die Aliquots fu¨r
zwei bis drei Minuten bei 37◦C vorgewa¨rmt. Fu¨r den nun folgenden Kettenabbruch-
schritt werden je 3.5 µl Sequenzierungsansatz zu den vorbereiteten Termination Mixes
pipettiert. Nach 15minu¨tiger Inkubation im Heizblock verhindert die Zugabe von 4 µl
Stop Solution die weitere DNS-Synthese. Die Cups u¨berfu¨hrt man anschließend sofort
auf Eis.
Die DNS-Produkte werden durch vertikale Gelelektrophorese im Gelstand Pherovar r©
(Fa. Biotec Fischer) aufgetrennt. Die Apparatur besteht aus zwei 20x40 cm großen
Glasplatten, die durch Plastikspacer auf 0.05 mm Abstand gehalten werden. Bis auf
die Oberseite klebt man alle Ra¨nder mit Klebeband (tesa pack) dicht ab. Das Sequen-
zierungsgel besteht aus 8 ml Sequagel-Konzentrat (25% Acrylamid/Bisacrylamid 19:1,
8.3 M Harnstoff), 28 ml Sequagel-Verdu¨nner (H2Odeionisiert, 8.3 M Harnstoff) und 4 ml
Sequageltextregistered -Puffer (10xTBE-Puffer: 1 M Tris-Borat, 20 mM EDTA pH 8.3, 8.3
M Harnstoff) und die Polymerisation wird durch die Zugabe von 35 µl TEMED (≡
N,N,N ′, N ′-Tetramethylethylendiamin) und 80 µl APS (Ammoniumpersulfat 10%)
induziert. Man gießt die Gelflu¨ssigkeit kontinuierlich unter Vermeidung von Luftbla-
sen zwischen die Glasplatten und ein in die Oberseite eingelegter und festgeklammerter
planer Spacer erzeugt in dem auspolymerisierten Gel eine plane Oberfla¨che. Nach etwa
einer Stunde ist eine vollsta¨ndige Polymerisation erreicht. Der Spacer wird vorsichtig
entnommen, die Klebeba¨nder an den Seiten entfernt und das Gel vertikal im Gel-
stand mit Hilfe von Metallklammern fixiert. Am oberen und unteren Ende der Platten
besteht direkter Kontakt zwischen dem Gel und den mit 1xTBE gefu¨llten Pufferreser-
voirs. Hierdurch stellt sich bei Stromapplikation auf die beiden Kammern ein kontinu-
ierliches elektrisches Feld ein. Auf der Ru¨ckseite der Glasplatten wird eine Metallplatte
mit Klammer befestigt um eine gleichma¨ssige Wa¨rmeverteilung in den Glasplatten zu
erreichen und so den sog. Smile-Effekt zu minimieren. Von Oben schiebt man einen
Kunststoffspacer (sog. Haifischkamm) mit den Zacken in Richtung Gel ein, so dass die
Zacken etwa 1 mm in das Gel ragen. Zwischen den Zacken bilden sich so Taschen aus.
Die Taschen spu¨lt man sorgfa¨ltig mit 1xTBE, bis sie frei von Gelresten sind. Vor dem
Gelauftrag werden die Sequenzierungsprodukte fu¨r drei Minuten bei 90◦C im Heiz-
block inkubiert, um sekunda¨r aneinander gebundene DNS-Abschnitte voneinander zu
trennen (dies wu¨rde die Form, Gro¨ße und damit die Laufeigenschaften der Moleku¨le
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vera¨ndern). Nach drei Minuten Lagerung auf Eis wird kurz abzentrifugiert und nach
nochmaliger Lagerung auf Eis fu¨r zwei Minuten werden die Sequenzierungsproduk-
te in der Reihenfolge G,A,T,C in separate Taschen pipettiert. Durch Anlegen einer
Stromsta¨rke von 25 W (entsprechend 1700− 1800 V) erfolgt die gelelektrophoretische
Trennung.
Um die Zahl der dargestellten Nukleotidbasen pro Versuch zu steigern, ko¨nnen zu
einem spa¨teren Zeitpunkt die vier Sequenzierungsprodukte in vier neue Taschen auf-
getagen werden. Der Zeitpunkt fu¨r den zweiten Auftrag ist erreicht, wenn die Xylen-
cyanolfront des Markers 70− 80% der Laufstrecke erreicht hat. Wenn die dunkelblaue
Bromphenolblaufront des zweiten Auftrags das Gel soeben verla¨sst, entnimmt man
das Gel aus dem Gelstand und entfernt die Spacer auf den Seiten. Mit Hilfe eines
du¨nnen Spatels hebt man nun die obere Glasplatte vorsichtig an, so dass das Gel auf
der unteren Glasplatte zuru¨ckbleibt. Auf das Polyacrylamid/Harnstoff-Gel wird ein in
passender Gro¨ße zugeschnittenes 3MM-Whatman Filterpapier aufgelegt und kurz fest-
gedru¨ckt. Das Filterpapier hebt man schonend von der Glasplatte ab, wobei darauf zu
achten ist, dass das Gel auf dem Filterpapier verbleibt und sich von der unteren Platte
lo¨st. Das fertige Sequenziergel wird fu¨r etwa zwei Stunden bei 80◦C auf dem vorgeheitz-
ten Geltrockner getrocknet. Auf das Filterpapier wird im Anschluß eine Klarsichtfolie
und daru¨ber ein Ro¨ntgenfilm aufgelegt und das ganze in einer Ro¨ntgenkassette fu¨r 48
Stunden bei −80◦C aufbewahrt. In dieser Zeit wird der Ro¨ntgenfilm belichtet. Nach
dem Entwicklen in einem Standard-Ro¨ntgenfilmentwickler kann der Film ausgewertet
werden. Dazu liest man die einzelnen Banden einfach in ihrer Reihenfolge von oben
nach unten, wobei jede Bande fu¨r eine der vier Basen steht (je nach nachdem, in
welchem der vier Auftra¨ge die Bande sich befindet).
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2.4 Messung und Berechnung der ha¨modynamischen
Parameter
Zusa¨tzlich zur Biopsieentnahme wurden im Rahmen des Herzkatheters verschiede-
ne ha¨modynamische Parameter durch invasive Messung erhoben. Fu¨r die Messun-
gen wurden u¨ber einen transfemoralen Zugang Pigtail-Kathetersysteme mit Statham-
Druckabnehmer verwendet. Diese Systeme arbeiten nach folgendem Prinzip: Im Lumen
des Pigtail-Katheters befindet sich eine Flu¨ssigkeitssa¨ule. Durch a¨ußere Druckeinwir-
kung kommt es zur Kompression der luminalen Flu¨ssigkeit: die entstehende Druckwelle
wird im System u¨bertragen. Ein Diaphragma oder ein Draht im Druckabnehmer wird
proportional zum Druck, der auf den Katheter einwirkt, verformt und damit ein dem
mechanischen Druck proportionales elektrisches Signal erzeugt und registriert [15].
Druck- und Volumenmessungen im LV
Der Verlauf der Dru¨cke in den verschiedenen Herzphasen wird im Cavum des linken
Ventrikels verfolgt und registriert. Fu¨r die hier durchgefu¨hrten Untersuchungen ist der
linksventrikula¨re enddiastolische Druck (LVEDP) besonders wichtig, dessen Normwert
8 mmHg bei einem Referenzbereich von 5− 13 mmHg betra¨gt [15].
Auswurffraktion EF und Ventrikelvolumen
Bei jedem Patienten wurden das enddiastolische, endsystolische linksventrikula¨re Volu-
men und die Auswurffraktion durch zweidimensionale Planimetrie in 30◦ RAO-Position
(right-anterior-oblique) berechnet [84].
Zeitkonstante des isovolumetrischen exponentiellen Druckabfalls τ
Die druckunabha¨ngige Zeitkonstante τ der exponentiellen isovolumetrischen Relaxa-
tion beschreibt die Geschwindigkeit des exponentiellen Abfalls des linksventrikula¨ren
Drucks wa¨hrend der isovolumetrischen Relaxation. Die Quantifizierung des aus dem
linksventrikula¨ren Druck berechneten Parameters erfolgt entsprechend der Definition
von Raff et al.: [70] Grundlage ist die Festlegung der diastolischen isovola¨mischen Re-
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laxationsphase. Sie ist definiert als die Zeitspanne von der Messung des maximalen
Druckwertes fu¨r die Registrierung von -dp/dtmin (= Startpunkt) bis zur Messung des
ho¨chsten Wertes fu¨r den linksventrikula¨ren enddiastolischen Druck (LVEDP) plus 5
mmHg (= Endpunkt). Durch eine derartige Festlegung der Cut-offs werden falsch-
positive Registrierungen von t-Vera¨nderungen vermieden. Die Druckdaten werden in
Absta¨nden von 2 msec registriert und aus diesen Daten auf der Basis folgender Formel
τ berechnet:
dp
dt
= −1
τ
∗ (p− pB)
p = registierte Druckwerte
t = Zeitpunkt t
τ = Zeitkonstante der isovolumetrischen Relaxation
pB = additiver Druckwert durch Schwankungen des Pleura- und/oder Perikarddrucks
dp
dt
ist demnach eine lineare Funktion von p mit der Steigung − 1
τ
ohne Einfluß des
Wertes von pB. τ kann folglich unter Verwendung der in der Phase des isovola¨mischen
Druckabfalls registrierten Daten durch die Berechnung einer linearen Regression von
dp
dt
gegen p quantifiziert werden. Normalwerte fu¨r τ liegen zwischen 37 und 67 msec.
Statistische Verfahren
Die Berechnung der statistischen Werte erfolgte mit Hilfe eines Tabellenkalkulations-
programms. Aus den Rohdaten wurde der Mittelwert ± S.D. berechnet.
Fu¨r die Analyse auf Unterschiede der gemessenen mRNS-Expressionen wird der Student-
t-Test fu¨r unabha¨ngige Stichproben verwendet. Die Vorrausetzung fu¨r die Anwendung
dieser Form des t-Tests gelten die Normalverteilung der Daten und gleiche Varianz
der Grundgesamtheiten. Die U¨berpru¨fung der Normalverteilung der Messwerte und
die Varianzanalysen (analysis of variance ANOVA) wurden als einfaktorielle Varian-
zanalysen ebenfalls mit einem Tabellenkalkulationsprogramm durchgefu¨hrt. Fu¨r den
t-Test wurden p-Werte ≤ 0.05 als statistisch signifikant akzeptiert. Berechnet wird die
Pru¨fgro¨ße t nach folgender Formel:
|d|
sd
=
DifferenzderMittelwerte
mittlererFehlerderdurchschnittlichenDifferenz
Der erhaltene Wert wird mit dem Grenzwert von t bei p ≤ 0.05 verglichen.
Kapitel 3
Ergebnisse
3.1 Primerwahl
Fu¨r jedes der untersuchten Proteine der Calciumhomo¨ostase wurden, wie oben be-
reits erwa¨hnt, unter Beru¨cksichtigung der Fragmentla¨nge Primerbindungsstellen in
der kodierenden Sequenz gewa¨hlt. Im Folgenden sind die Positionen der Primer fu¨r
das jeweilige Protein in einer Abbildung veranschaulicht.
Die Positionsangaben der Primer erfolgen bezogen auf ATG.
3.1.1 Die α1c-Untereinheit
Der 5′-Terminus des α1c-Fragments wird durch den 20 Basen langen Oligonukleotid-
primer Ap1 definiert und hat folgende abgebildete Sequenz. Die Sequenzdaten ent-
stammen den Klonierungsexperimenten von Schultz et al. [80].
Der Primer Ap2 ist homolog dem 3′-Ende des Fragments.
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3.1.2 Die α2/δ-Untereinheit
Die Sequenz fu¨r die verwendeten Primer A2d1 und A2d2 fu¨r das 5′-Ende und das
3′-Ende der α2/δ-Untereinheit ist nachfolgend abgebildet.
3.1.3 Die β-Untereinheit
Die Festlegung der Oligonukleotidprimer fu¨r die β-Untereinheit des Calciumkanals
beru¨cksichtigt die Expression verschiedener kodierender Gene fu¨r die β-Untereinheit.
Nach Hullin et al. JBC 2003 [42] werden drei verschiedene β-Untereinheiten kodierende
Gene im humanen Myokard exprimiert (β1,β2, β3). Daher wurde ein Sequenzbereich
gewa¨hlt, der bei allen β-Untereinheiten hoch homolog ist, wobei die Sequenzdaten aus
[101] entnommen wurden. Dies hat zur Folge, dass mittels der Primer keine Differen-
zierung der einzelnen β- Untereinheiten erfolgt, sondern diese in ihrer Gesamteinheit
erfasst werden. Der 21 Nukleotide umfassende Primer Be1 hat die Sequenz:
Das 3′-Ende wird durch den Primer Be2 beschrieben:
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3.1.4 Die SERCA 2a
Abgebildet sind nachfolgend die Primer Sr1 fu¨r das 5′-Ende und Sr2 fu¨r das 3′-Ende
der SERCA 2a.
3.1.5 Das Phospholamban
Das 5′-Ende und das 3′-Ende des Phospholamban wird durch die Primer Pl1 und Pl2
festgelegt.
3.1.6 Das kardiale Calsequestrin
Die Oligonukleotidprimer Cc1 und Cc2 begrenzen das Fragment des kardialen Calse-
questrins mit folgenden Sequenzen:
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3.2 Erstellung der kompetitiven Fragmente
Das fu¨r die kompetive PCR beno¨tigte kompetitive Fragment wird mit Hilfe sequenz-
spezifischer Mutagenese erstellt. Das kompetitive Fragment unterscheidet sich vom
Zielfragment lediglich durch eine umschriebene Deletion. Das heißt, die Primerbin-
dungstellen am 5′ und am 3′ -Ende sind bei dem Kompetitorfragment als auch bei
dem Zielfragment identisch. Die nun folgende Abbildungsreihe veranschaulicht sche-
matisch den Weg der Erstellung des kompetitiven Fragments.
Erla¨uterungen zur Abbildung:
Die schematisch dargestellte Oligonukleotidsequenz beinhaltet am 5′ Ende die kom-
plementa¨re Sequenz fu¨r den Primer P1 und am 3′ -Ende fu¨r den Primer P2. Beno¨tigt
wird nun ein Primer P3, der am 3′ -Ende die komplementa¨re Sequenz fu¨r einen Be-
reich zwischen P1 und P2 des Fragments aufweist. Das 5′ -Ende entspricht dem 3′
-Ende des Oligonukleotidprimers P2. Im ersten Schritt der PCR binden nun P1 und
P3 an die komplementa¨ren Bindungsstellen am Ausgangsprodukt AP und es entsteht
ein Zwischenprodukt ZP. An dieses Zwischenprodukt kann nun erneut P1 binden, nun
aber in Kombination mit P2. Daraus entsteht dann in einer weiteren PCR-Reaktion
das Endprodukt EP, welches den gewu¨nschten Eigenschaften des Kompetitorfragments
entspricht. [41]
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3.2.1 Die α1c-Untereinheit
Der Linkerprimer Ap3 fu¨r die α1c-Untereinheit weist am 3
′-Ende eine Sequenz von
16 Nukleotiden komplementa¨r zu den Basen 4201 - 4216 der α1c auf. Das 5
′-Ende ist
homolog den zehn Basen des 3′-Endes von Ap2 und damit den Basen 4272 - 4281 der
α1c-Untereinheit. Das entstehende Konstrukt ist mit 226bp ku¨rzer als das Zielfragment
mit 286bp.
Die Sequenzidentita¨t des Kompetitorfragments wurde durch Elektroelution, Subklo-
nierung und Sequenzierung besta¨tigt. Die auf dem Gel erkennbaren anderen Banden
sind Konkatamere (durch Sequenzierung identifiziert).
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3.2.2 Die α2/δ-Untereinheit
Der Linkerprimer A2d3 fu¨r die α2/δ-Untereinheit ist am 5
′-Ende homolog zu den Basen
3102 - 3109 des 3′-Endes von A2d. Das 3′-Ende des Linkerprimers ist komplementa¨r zu
den Basen 3036 - 3059 der α2/δ-Untereinheit. Das entstehende Kompetitorfragment
ist mit 253bp ku¨rzer als das Zielfragment mit 293bp. Die senkrechte Linie u¨ber der
Abbildung der PCR markiert die Stelle, an der zwei separate Abbildungen zur besseren
Veranschaulichung zusammengefu¨gt wurden.
Die Sequenzidentita¨t des Kompetitorfragments wurde durch Elektroelution, Subklo-
nierung und Sequenzierung besta¨tigt.
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3.2.3 Die β-Untereinheit
Der fu¨r die β-Untereinheit entsprechende Linkerprimer Be3 erzeugt mittels sequenz-
spezifischer Mutagenese eine 167bp lange Deletionsvariante des genuinen 411bp β-
Fragments. Das 3′-Ende besteht aus 14 Nukleotiden mit komplementa¨rer Sequenz zu
den Basen 917 - 934 der β-Untereinheit. Das 5′-Ende des Linkerprimers Be3 ist kom-
plementa¨r der Sequenz der Basen 1177 - 1189 und damit dem 3′-Ende von Be2.
Die Sequenzidentita¨t des Kompetitorfragments wurde durch Elektroelution, Subklo-
nierung und Sequenzierung besta¨tigt.
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3.2.4 Die SERCA 2a
Der Linkerprimer fu¨r die SERCA 2a Sr3 erzeugt eine 231bp lange Deletionsvariante.
Das 5′-Ende des Linkerprimers ist komplementa¨r der Sequenz der Basen 1790 - 1804
und damit dem 3′-Ende von Sr2. Das 3′-Ende von Sr3 ist komplementa¨r zu den Basen
1636 - 1651 der SERCA 2a.
Die Sequenzidentita¨t des Kompetitorfragments wurde durch Elektroelution, Subklo-
nierung und Sequenzierung besta¨tigt.
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3.2.5 Das Phospholamban
Der Linkerprimer fu¨r das Phospholamban Pl3 erzeugt eine 113bp lange Deletionsvari-
ante des genuinen 156bp langen PLB. Das 5′-Ende des Linkerprimers ist komplementa¨r
der Sequenz der Basen 137 - 152 und damit dem 3′-Ende von Pl2. Das 3′-Ende des
Pl3 besteht aus 14 Nukleotiden mit komplementa¨rer Sequenz zu den Basen 80 - 90 des
PLB.
Die Sequenzidentita¨t des Kompetitorfragments wurde durch Elektroelution, Subklo-
nierung und Sequenzierung besta¨tigt.
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3.3 Kompetitive PCR
Untersucht wurden jeweils revers transkribierte mRNS aus Biopsien vor TASH und
sechs Monate nach erfolgter TASH. Zur Vergleichbarkeit wurden die Biopsien eines
Patienten/in jeweils zeitgleich untersucht.
Im Rahmen der PCR-Amplifikation kommt es zu einer kompetitiven Amplifikation von
Ziel- und Kompetitorfragment. Beide Amplifikationsprodukte werden mittels Gelelek-
trophorese aufgetrennt und sichtbar gemacht. Durch video-densiometrische Auswer-
tung kann unter Beru¨cksichtigung der bekannten Konzentrationen der Kompetitorfrag-
mente in den einzelnen Ansa¨tzen eine quantitative Auswertung erfolgen. Beispielhaft
sind hier fu¨r jedes der untersuchten Proteine Abbildungen der Amplifikationsprodukte
auf 5% PAGE Gel nach Fa¨rbung mit Ethidiumbromid abgebildet.
3.3.1 Die α1c-Untereinheit
Es folgt die Abbildung eines kompetitiven Experiments fu¨r die α1c-Untereinheit.
3.3.2 Die α2/δ-Untereinheit
Nachfolgend die Abbildung eines kompetitiven Experiments fu¨r die α2/δ-Untereinheit.
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3.3.3 Die β-Untereinheit
Es folgt die Abbildung eines kompetitiven Experiments fu¨r die β-Untereinheit.
3.3.4 Die SERCA 2a
Es folgt die Abbildung eines kompetitiven Experiments fu¨r die SERCA2a.
3.3.5 Das Phospholamban
Es folgt die Abbildung eines kompetitiven Experiments fu¨r das Phospholamban.
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3.4 Bestimmung des kardialen Calsequestrins
Die Bestimmung des kardialen Calsequestrins zur Vergleichbarkeit der unterschiedli-
chen Biopsiegro¨ssen erfolgte durch densiometrische Messung aller Amplifikationsban-
den, d.h. nicht kompetitiv. Der Korrekturfaktor fu¨r die einzelne Biopsie wurde berech-
net aus der Abweichung der einzelnen Biopsie vom Gesamtmittel. Beispielhaft folgt
die Abbildung fu¨r 10 Patientenproben.
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3.5 Ergebnisse der Untersuchungen
3.5.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs
Es folgt die Charakterisierung des Patientenkollektivs in tabellarischer Form. Unser
Patientengut ist Teil eines Kollektivs, zu dem Daten zur Behandlung mittels TASH
von Boekstegers et al. [3] bereits vero¨ffentlicht wurden.
vor TASH nach TASH p
Patientenanzahl 12
Geschlechterverteilung 8 Ma¨nner/4 Frauen
Altersverteilung 50± 14
NYHA Class 3± 0.8 1.6± 0.7 –
IDG (mmHg) 96± 37 12± 6 ≤ 0.01
LVEDP (mmHg) 21.4± 6.5 11.8± 6.4 0.0016
EDV (ml) 109.6± 36.4 86.4± 20.0 0.1437
τ (msec) 0.8± 0.15 0.55± 0.17 0.0093
EF (%) 77.14± 13.63 79.7± 11.9 0.6867
Tabelle 2: Charakterisierung des Patientenkollektivs
Mit NYHA Class erfolgt die Einteilung des Schweregrades der Erkrankung entspre-
chend der Klassifikation der New York Heart Association. Es werden 4 Gruppen un-
terschieden. In die erste Gruppe fallen alle asymptomatischen Patienten. Die Gruppen
zwei und drei werden gebildet von Patienten mit Auftreten von Symptomatik bei
schwerer bzw. leichter ko¨rperlicher Anstrengung. Die vierte Gruppe schliesslich be-
steht aus Patienten, die auch in Ruhe eine Symptomatik zeigen.
Der intraventrikula¨re Druckgradient (IDG) ist der Druckgradient zwischen den Antei-
len des linken Ventrikels vor und nach der die Ausflußbahn verlegenden Obstruktion
(Normbereich: 0 mmHg).
Wie oben bereits erwa¨hnt erfolgt die quantitative Bestimmung des Ausmaßes der dia-
stolischen Relaxationssto¨rung mittels Messung des linksventrikula¨ren enddiastolischen
Drucks (LVEDP, Normbereich: 5− 13 mmHg).
EDV ist die Abku¨rzung fu¨r das enddiastolische Volumen im linken Ventrikel (Norm-
bereich: 70± 20 mmHg /m2 Ko¨rperoberfla¨che).
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TAU (τ) beschreibt die Geschwindigkeit des exponentiellen Abfalls des linksventri-
kula¨ren Drucks wa¨hrend der isovolumetrischen Relaxation (Normbereich: 37 − 67
msec).
Die Ejektionsfraktion (EF) ist der Quotient aus Schlagvolumen und EDV (Normbe-
reich: 66± 6%).
3.5.2 Ergebnisse der Expressionsuntersuchungen
Im Folgenden sind die Ergebnisse der Auswertung der quantitativen PCR dargestellt.
Die Gella¨ufe der quantitaiven PCR wurden jeweils densiometrisch ausgewertet und die
erhaltenen Werte auf die Genexpression des kardialen Calsequestrin normalisiert.
Expressionsuntersuchungen zur mRNS der α1c Untereinheit
Nachfolgend ist in der Grafik die Vera¨nderung der Kopienanzahl der mRNS vor und
nach TASH dargestellt.
Dies entspricht einer prozentualen Abnahme der Genexpression nach TASH um 82.91%
(p = 0.05).
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Expressionsuntersuchungen zur α2/δ-Untereinheit
Es folgt die graphische Darstellung der Daten der Expressionsuntersuchungen zur α2/δ-
Untereinheit.
Dies entspricht einer prozentualen Abnahme der Genexpression nach TASH um 71.64%
(p = 0.04).
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Expressionsuntersuchungen zur mRNS der β Untereinheit
Es folgt die graphische Darstellung der Daten der Expressionsuntersuchungen zur β
Untereinheit.
Dies entspricht einer prozentualen Abnahme der Genexpression nach TASH um 64.85%
(p = 0.03).
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Expressionsuntersuchungen zur mRNS der SERCA 2a
Folgend abgebildet ist die graphische Darstellung der Daten der Expressionsuntersu-
chungen zur SERCA.
0
Dieses Ergebnis ist nicht signifikant.
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Expressionsuntersuchungen zum Phospholamban
Auch die Daten der Expressionsuntersuchungen zum Phospholamban sind nachfolgend
graphisch dargestellt.
Dieses Ergebnis ist nicht signifikant.
Kapitel 4
Diskussion
4.1 Kompetitive PCR zur Charakterisierung von
Genexpressionsa¨nderungen
Die Untersuchung der Genexpressionsa¨nderungen wurde an Herzmuskelbiopsien durch-
gefu¨hrt. Diese Biopsate sind in der Regel 1−5 mg schwer, so dass diese Materialmenge
nicht fu¨r quantitative proteinbiochemische Untersuchungen ausreicht. Auch pharmako-
logische Bindungsstudien sind mit diesen Gewebemengen nur schwerlich durchfu¨hrbar.
Daher wurde fu¨r unsere Untersuchungen die PCR-Methode (Polymerasekettenreakti-
on) verwendet, welche aufgrund des Amplifikationsprozesses auch geringe Mengen einer
spezifisch kodierenden Sequenz fu¨r ein Protein detektieren kann. Allerdings ist durch
die exponentielle Amplifikation der kodierenden Sequenz bei einer u¨blichen PCR eine
quantitative Aussage nur mit Einschra¨nkungen mo¨glich. Daher wurde fu¨r diese Arbeit
die Methode der kompetitiven PCR fu¨r die Zielsequenzen angewendet.
Die kompetitive PCR ist ein etabliertes quantitatives Verfahren mit welchem verschie-
dene klinische Fragestellungen wie zum Beispiel Viruslast bei HIV oder Hepatitis C bei
betroffenen Patienten untersucht werden. Unsere Genexpressionsuntersuchungen wur-
den durchgefu¨hrt fu¨r kodierende Sequenzen kardial exprimierter Untereinheiten des
L-Typ Calciumkanals (α1c-, α2/δ- und β-Untereinheit) sowie fu¨r regulatorische Pro-
teine des Calciumstoffwechsels im sarkoplasmatischen Retikulum (sarkoplasmatische
Calcium-ATPase, Phospholamban). Die Kompetition wurde dabei wie unter Methoden
und Ergebnisse beschrieben durchgefu¨hrt, was mehrere Vorteil vereint:
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1. durch die Erzeugung einer internen Deletion mit Hilfe eines Linkerprimers wurde
ein Kompetitorfragment erzeugt, welches bis auf die Deletion sequenzidentisch
mit dem Zielfragment ist und eine nahezu identische Kinetik der Amplifikations-
reaktion gewa¨hrleistet;
2. Zielfragment und Kompetitorfragment besitzen identische Primerbindungsstel-
len, wodurch die Bindungskinetik der jeweiligen Primer an beide Fragmente iden-
tisch ist.
Durch diese Konstruktion des Kompetitorfragments ergibt sich eine nahezu identische
Amplifikationskinetik der beiden Fragmente. Dadurch kann die in der kompetitiven
Reaktion erster Ordnung bestimmte Kopienzahl mit vernachla¨ssigbar kleinem Fehler
mit dem Verha¨ltnis der beiden Fragmentla¨ngen zueinander korrigiert werden.
4.2 Rechtsventrikula¨re versus linksventrikula¨re Bi-
opsie
In unseren Untersuchungen wurden im Rahmen einer Herzkatheruntersuchung jeweils
vor und sechs Monate nach Behandlung mittels TASH (transkoronarer Alkoholablati-
on) Biopsien entnommen. Die Entnahme des Probematerials erfolgte stets im rechts-
ventrikula¨ren Anteil des Septums, distal der muskula¨ren Obstruktion des linksventri-
kula¨ren Ausflusstrakts.
Eine rechtsventrikula¨re anstelle einer linksventrikula¨ren Biopsie hat den grossen Vor-
teil einer Risikoreduktion fu¨r den Patienten. Die maximale Risikoreduktion eines sol-
chen Eingiffs ist gerade vor dem Hintergrund einer wissentschaftlichen Probeentnahme
von entscheidender Bedeutung. Die Entnahme in einem Niederdrucksystem wie dem
rechten Ventrikel ist in Bezug auf die Auswirkungen einer mo¨glichen Herzmuskelwand-
verletzung der Entnahme in einem Hochdrucksystem deutlich u¨berlegen. Nicht zuletzt
ist die rechtsventrikula¨re Entnahme aufgrund der routinierten Erfahrungen mit dieser
Technik in den Herzkatheterlabors mit einem geringeren Risiko behaftet. Zusa¨tzlich
hat die rechtsventrikula¨re Biopsie den Vorteil einer leichten Wiederholbarkeit, was in
Bezug auf unsere Untersuchungen mit zweimaliger Entnahme ein entscheidendes Ar-
gument darstellt.
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Es stellt sich die Frage der U¨bertragbarkeit der Genexpressionsuntersuchungen ba-
sierend auf einer rechtsventrikula¨ren Biopsie auf die Expressionsa¨nderungen im linken
Ventrikel. Verschiedene Studien belegen eine nicht unterschiedliche Expression der Ge-
ne des Calciumkanals. In Gruver et al. [30] und [44] konnte eine gleiche Genexpres-
sion in rechtsventrikula¨rem und linksventrikula¨rem Myokard fu¨r die α1c-Untereinheit
und in [44] zusa¨tzlich fu¨r die β- und α2/δ-Untereinheit gezeigt werden. Dies waren
Untersuchungsergebnisse, welche von einem humanen Modell fu¨r diastolische Relaxa-
tionssto¨rungen (kardiale Allografts) ausgingen. Da in der Literatur eine unvera¨nderte
Genexpression in rechtem und linkem Ventrikel bereits gezeigt wurde und unsere Un-
tersuchungen an kleinen Patientenzahlen durchgefu¨hrt wurden, haben wir keine pro-
spektiv vergleichende Vorstudie hierzu durchgefu¨hrt.
4.3 Vergleichbarkeit der Genexpressionsunterschie-
de zwischen den einzelnen Biopsien
Herzmuskelbiopsien unterscheiden sich grundsa¨tzlich in ihrer Gro¨sse und in ihrer Zu-
sammensetzung, das heißt im relativen Anteil von Herzmuskelzellen, extrazellula¨rer
Matrix und anderen Zellen. Um den Vergleich der Genexpression vor und nach er-
folgreicher Alkoholablation fu¨hren zu ko¨nnen, haben wir einen Genexpressionmarker
gesucht, welcher zwei Bedingungen erfu¨llen mußte:
1. das Protein soll spezifisch in der Herzmuskelzelle exprimiert sein;
2. die Genexpression dieses Proteins soll in der Kardiomyopathie nicht vera¨ndert
sein.
Kardiales Calsequestrin ist ein spezifisches calciumspeicherndes Protein des sarkoplas-
matischen Retikulums der Herzmuskelzelle. Zuden ist die Expression dieses Proteins
bei dilatativer und hypertrophischer Kardiomyopathie als unvera¨ndert dokumentiert.
Aufgrund dieser Eigenschaften wurde die Genexpression des kardialen Calsequestrins
zur Normalisierung der Genexpressionsuntersuchungen herangezogen. Im Gegensatz
zur kompetitiven PCR, welche fu¨r die Zielsequenzen konstruiert wurde, erfolgte die
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Bestimmung der Genexpression des kardialen Calsequestrins mittels konventioneller
PCR. Um eine semiquantitative Vergleichbarkeit zu erzielen, wurde die Anzahl der
Amplifikationszyklen begrenzt auf eine Zyklenzahl, welche die Reaktion im linearen
Amplifikationsbereich stoppt.
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4.4 Genexpressionsa¨nderungen der Untereinheiten
des L-Typ Calciumkanals
Bei unseren Untersuchungen zur Genexpressionsa¨nderung nach erfolgreicher Alkohola-
blation haben wir uns zuna¨chst auf den L-Typ Calciumkanal konzentriert, da aus der
Literatur eine um 33% erho¨hte Expression dieses Kanalproteins bei Patienten mit hy-
pertrophisch obstruktiver Kardiomyopathie beschrieben ist (Wagner et al. [97]). Diese
Untersuchungen von Wagner et al. waren an rechtsatrialen Vorhofohren durchgefu¨hrt
worden, welche anla¨sslich von herzchirurgisch durchgefu¨hrten Myektomien entnom-
men worden waren. Obgleich dieses Gewebe nicht ventrikula¨ren Ursprungs und damit
nicht aus druckbelastetem Gewebe ist, zeigen pharmakologische Bindungsstudien ei-
ne uniforme Genexpression des L-Typ Calciumkanals in allen Myokardanteilen bei
Kardiomyopathien [30]. Daher konnten a¨hnliche Genexpressiona¨nderungen auch fu¨r
den linken Ventrikel angenommen werden. Interessanterweise weisen unsere Genex-
pressionsuntersuchungen eine gleichsinnige Abnahme aller L-Typ Calciumkanalunter-
einheiten nach erfolgreicher Alkoholablation einer septalen Hypertrophie auf. Diese
betra¨gt fu¨r die α1c-Untereinheit 82.91% (p = 0.05), fu¨r die α2/δ-Untereinheit 71.64%
(p = 0.04) und fu¨r die β-Untereinheit 64.85% (p = 0.03). Die prozentuale Abnahme
der Genexpression ist ho¨her als die um 33% vermehrte Genexpression bei HOCM-
Patienten, welche von Wagner et al. beschrieben worden war. Dafu¨r ko¨nnen mehrere
verschiedene Gru¨nde verantwortlich sein:
1. wurden die Genexpressionsa¨nderungen bei Wagner et al. im Vergleich zu myo-
kardialem Gewebe von Patienten mit anderen Herzerkrankungen bestimmt;
2. wurden in unseren Untersuchungen A¨nderungen der Genexpression beim gleichen
Patienten vor und sechs Monate nach erfolgreicher Alkoholablation bestimmt;
3. gehen A¨nderungen der Genexpression auf mRNS Ebene nicht immer im glei-
chen Verha¨ltnis mit quantitativen A¨nderungen der Expression auf Proteinebene
einher;
4. pharmakologische Bindungsstudien identifizieren nur Proteine, welche sich in der
Konformation befinden, die eine Pharmakonbindung ermo¨glichen;
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5. die Untersuchungen wurden an Myokardgewebe unterschiedlicher Herkunft durch-
gefu¨hrt.
Der wichtigste Punkt ist wahrscheinlich der bei Wagner et al. angestellte Vergleich
der Genexpression von Patienten mit hypertropher Kardiomyopathie mit einem he-
terogenen Patientenkollektiv (dilatative Kardiomyopathie, ischa¨mische und hypertro-
phe Kardiomyopathie). Bei unseren Patienten handelt es sich jedoch um ein homo-
genes Kollektiv, in welchem Genexpressionsa¨nderungen gegenu¨ber einem gemischten
Kollektiv versta¨rkt oder vermindert auftreten ko¨nnen. Dies wird auch in einer wei-
teren Untersuchung zur Genexpression zur α1c-Untereinheit bei terminaler Herzinsuf-
fizienz deutlich [78]: Hier war in einem heterogenen Patientenkollektiv (dilatierende
und ischa¨mische Kardiomyopathie) keine relevante A¨nderung der Genexpression fu¨r
die α1c-Untereinheit gesehen worden.
Die signifikante Reduktion der Expression der α1c-, α2/δ- und β-Untereinheit nach Al-
koholablation der septalen Hypertophie bei Patienten mit hypertrophisch obstruktiver
Kardiomyopathie sprechen dafu¨r, dass eine Verbesserung der diastolischen Relaxation
nach erfolgreicher Intervention mit Genexpressionsa¨nderungen regulatorischer Protei-
ne der Calciumhomo¨ostase einhergeht. Ob ein kausaler Zusammenhang zwischen den
Genexpressionsa¨nderungen und der Verbesserung der diastolischen Relaxationssto¨rung
besteht, kann anhand unserer Untersuchungsergebnisse nicht gekla¨rt werden. Hierzu
bedarf es weiterer Forschungsarbeit.
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4.5 Genexpression der sarkoplasmatischen Calcium-
ATPase 2a und des Phospholambans
Keine signifikanten Unterschiede wurden hingegen bei den Untersuchungen der Genex-
pression der sarkoplasmatischen Calcium-ATPase und des Phospholambans auf mRNS
Ebene gefunden. Hierbei muss auch die eingeschra¨nkte Aussagefa¨higkeit aufgrund der
kleinen Fallzahl unserer Untersuchungen, insbesondere bei statistisch geringen Unter-
schieden, erwa¨hnt werden. In der Literatur ist eine um 20% verminderte Genexpression
der SERCA 2a bei Vergleich der mRNS Expression zwischen gesundem und herzin-
suffizientem humanen Myokard bei dilatativer Kardiomyopathie nicht ischa¨mischer
Genese bekannt [82]. Obwohl im Rahmen dieser Untersuchungen keine Bestimmungen
auf Proteinebene durchgefu¨hrt wurden, machen unsere Ergebnisse eine unvera¨nderte
Expression auch auf Proteinebene wahrscheinlich. Warum keine gleichsinnige Genex-
pressionsa¨nderung zu den Untereinheiten des L-Typ Calciumkanals erfolgt bleibt hy-
pothetisch, mo¨glicherweise ist der Anteil des zellula¨ren Calciums, welches spannungs-
aktiviert durch Calciumkana¨le in die Herzmuskelzelle gelangt, gering. Phosphorylie-
rung des Phospholambans ko¨nnte die SERCA Aktivita¨t kompensatorisch ausreichend
erho¨hen.
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4.6 Hypertrophisch obstruktive Kardiomyopathie
als humanes Modell fu¨r Genexpressiona¨nderun-
gen nach Reduktion des Afterload
In verschiedensten Tiermodellen wurden Genexpressionsa¨nderungen beschrieben, wie
sie nach Erho¨hung des Afterload auftreten. U¨blicherweise wird eine Erho¨hung des
Afterload durch aortales Banding im Bereich der Aorta ascendens erzielt, die Gen-
expressionsa¨nderungen werden dann im Intervall zur Operation untersucht, wobei in
der Regel Tiere mit aortalem Banding und Scheinoperation verglichen werden. Andere
Modelle untersuchen Tiere, welche spontan oder medikamento¨s induziert eine arteri-
elle Hypertonie entwickeln.
Trotz der Erfolge dieser Modelle stellt sich die Frage, inwieweit die erhaltenen Ergebnis-
se auf den Menschen u¨bertragbar sind. Beim Menschen sind a¨hnliche Untersuchungen
nicht durchfu¨hrbar, zum Einen selbstversta¨ndlich aus ethischen Gru¨nden, zum Ande-
ren weil reine Modelle meist nicht realisierbar sind. So ist bei Patienten meist die Dau-
er einer relevanten linksventrikula¨ren Druckbelastung (zum Beispiel durch arterielle
Hypertonie oder Aortenklappenstenose) nicht bekannt. Im Falle der arteriellen Hyper-
tonie erhalten viele Patienten eine antihypertensive Medikation, welche den spontanen
Verlauf beeinflusst.
Zusammengefasst erschweren solche Umsta¨nde die Interpretation von Genexpressions-
untersuchungen im humanen Myokard.
Die HOCM ist eine kardiale Erkrankung, welche durch Obstruktion des linksventri-
kula¨ren Ausflußtraktes zu einer linksventrikula¨ren Druckbelastung und damit sekunda¨r
zu einer linksventrikula¨ren Hypertrophie fu¨hrt. Durch die gezielte Alkoholablation der
muskula¨r bedingten Obstruktion im linksventrikula¨ren Ausflußtrakt wird der Afterload
zu einem definierten Zeitpunkt reduziert. Dies ermo¨glicht in diesem besonderen klini-
schen Kontext Genexpressionsa¨nderungen zu verfolgen, welche nach Druckentlastung
des linken Ventrikels auftreten. So ko¨nnen retrospektiv mit hoher Wahrscheinlichkeit
Genexpressionsa¨nderungen identifiziert werden, welche sekunda¨r mit einer linksventri-
kula¨ren Druckbelastung verbunden sind.
Der Erfolg dieses Modells zur zeitlich definierten Reduktion der linksventrikula¨ren
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Druckbelastung zeigt sich in der signifikanten Abnahme des intraventrikula¨ren Druck-
gradienten von 96± 37 auf 12± 6 mmHg bei den untersuchten Patienten. Alle unter-
suchten Patienten hatten vor der Intervention einen erho¨hten linksventrikula¨ren end-
diastolischen Druck von 21.4±6.5 mmHg, welcher nach Alkoholablation auf 11.8±6.4
mmHg signifikant reduziert wurde. Die Reduktion des enddiastolischen linksventri-
kula¨ren Drucks nach Beseitigung der linksventrikula¨ren Obstruktion fu¨hrte zu einer
deutlich ho¨heren physischen Belastbarkeit der untersuchten Patienten ersichtlich an
der Abnahme der funktionellen NYHA-Klasse von 3± 0.8 auf 1.6± 0.7.
Die in unseren Untersuchungen gezeigte konkordante Abnahme der Expression der
Untereinheiten des Calciumkanals nach Reduktion des Afterload kann vor diesem
Hintergrund als Anpassungsvorgang der Herzmuskulatur auf die vera¨nderten Druck-
verha¨ltnisse interpretiert werden. Anhand des hier vorgeschlagenen Modells ko¨nnen in
zuku¨nftigen Studien detaillierte Fragestellungen in Bezug auf Genexpressionsvera¨nde-
rungen, welche sekunda¨r bei linksventrikula¨rer Druckbelastung auftreten, bearbeitet
werden.
Kapitel 5
Zusammenfassung
Die hypertrophisch obstruktive Kardiomyopathie (HOCM) als Erbkrankheit stellt eine
der Haupttodesursachen in der westlichen Welt unter den an Herzkrankheiten plo¨tz-
lich Verstorbenen dar. Eine intraventrikula¨re Obstruktion der Ausflußbahn des linken
Ventrikels bedingt eine erho¨hte Druckarbeit, was eine Hypertrophie der gesamten Herz-
muskulatur des linken Ventrikels nach sich zieht. Klinisch relevant ist die begleitende
diastolische Relaxationssto¨rung. In dieser Arbeit wird untersucht, ob nach erfolgrei-
cher Alkoholablation mit Abnahme der diastolischen Relaxationssto¨rung Genexpres-
sionsa¨nderungen regulatorischer Proteine der Calciumhomo¨ostase auftreten.
Zu diesem Zwecke wurden Herzmuskelbiopsien von Patienten mit HOCM vor und nach
Behandlung der Septalastes mit Alkoholablation (TASH) auf den mRNS-Gehalt fol-
gender Gene untersucht: α1c-, α2/δ-, β-Untereinheit, SERCA 2a und das Phospholam-
ban. Die Genexpressionsuntersuchungen wurden quantitativ mit Hilfe der reversen
kompetitiven Polymerase Kettenreaktion vorgenommen.
Die Ergebnisse zeigen eine prozentuale Abnahme der Genexpression nach Behand-
lung mit TASH der α1c-Untereinheit um 82.91% (p = 0.05), der α2/δ-Untereinheit um
71.64% (p = 0.04) und der β-Untereinheit um 64.85% (p = 0.03). Die Genexpressi-
onsvera¨nderungen der SERCA 2a und des Phospholambans waren nicht signifikant.
Die signifikante Reduktion der Expression der α1c-, α2/δ- und β-Untereinheit nach Al-
koholablation der septalen Hypertophie bei Patienten mit HOCM sprechen dafu¨r, dass
der L-Typ Calciumkanal eine Rolle im Rahmen der Anpassungsvorga¨nge bei hypertro-
phisch obstruktiver Kardiomyopathie spielt. Dies gilt jedoch nicht fu¨r die SERCA2a-
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und die Phospholamban-Genexpression bei den untersuchten Patienten. Eingeschra¨nkt
wird die Aussagefa¨higkeit unserer Untersuchungen durch die geringe Fallzahl. Vorteil
der Untersuchung ist jedoch, dass die Genexpressionsa¨nderung der unterschiedlichen
Gene jeweils am gleichen Patienten zum Zeitpunkt der Behandlung und sechs Monate
danach untersucht wurde. Unsere Untersuchungsergebnisse weisen darauf hin, dass eine
Verbesserung der diastolischen Relaxation nach erfolgreicher Intervention mit Genex-
pressionsa¨nderungen regulatorischer Proteine der Calciumhomo¨ostase einhergeht.
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